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Editorial

Articulos cientificos de libre acceso en internet

Scientific articles free internet access

n el &mbito de las publicaciones cientificas, durante los ultimos cinco afios se ha generado una prolongada discusion en la
definicion de ciertos tipos de publicaciones denominadas de acceso abierto (open Access, OA).

Desde la masificacion de internet hasta la declaracion de Budapest donde se define el término OA, como aquella de dis-
ponibilidad gratuita en Internet publico, permitiendo a cualquier usuario leer, descargar, copiar, distribuir, imprimir, buscar o
usarlos con cualquier proposito legal, sin ninguna barrera financiera, legal o técnica, fuera de las que son inseparables de las
que implica acceder a Internet mismo. Este modelo de publicaciones ha repercutido en otras modalidades de comunicacion y
acceso a informacion cientifica con consecuencias importantes en la industria editorial, generando controversia tanto en las
clasicas empresas editoriales, como en los autores de material cientifico que tienen que escoger entre diversos tipos de edito-
riales para comunicar sus investigaciones.

Lo anterior ha generado una diversidad de debates en el ambito cientifico, donde se ha tipificado a cierta clase de revistas
bajo el logo “pagar por publicar”, situacion que ha ido cambiando también en los ultimos afios. Este escenario, se ha modifica-
do fundamentalmente por el hecho de que estas revista OA que ademas cobran por publicar, han ganado un espacio importante
en el sector editorial y en los sistemas de evaluacion ISI dado que revistas que empezaron como OA han logrado en pocos
afios un “ranking” cientifico importante.

Es aqui donde se producen dos puntos de inflexion importantes, uno de ellos tiene relacion con el tiempo de espera para
publicar resultados cientificos, ello es una realidad y normalmente un articulo cientifico puede ver la luz entre seis y diez me-
ses desde su envio. Esto atenta muchas veces con la premura que los grupos cientificos tienen en dar a conocer sus resultados
en un mundo globalizado y altamente competitivo. Lo anterior ha hecho que grandes investigaciones se dirijan a este tipo de
publicaciones pagadas, donde la rapidez de la revision es el factor gravitante.

Este fendmeno ha hecho que aparezcan muchas editoriales pequefias y en continuo crecimiento cuyo objetivo es aprove-
char esta ventana del “pay per publish” ofreciendo una publicacion a bajo costo. Sin embargo, existen otra serie de revistas
que siendo de esta modalidad OA, mantienen una coherencia y rigurosidad en sus publicaciones que las ha hecho escalar en
forma importante en términos de reconocimiento. Hay que ser cuidadoso respecto a lo que parece ser un buen negocio del
“pay per publish” con la excusa del acceso gratuito (“open access*). Una parte importante de las revistas del sistema BioMed
Central ya cobran a los autores (desde 2002).

Una ultima arista en este competitivo campo de las publicaciones cientificas corresponde a una peticion ingresada a la
Casa Blanca en USA en mayo pasado en la plataforma ciudadana “We the People” con el titulo “Exigir el libre acceso a través
de Internet a articulos de revistas cientificas derivadas de la investigacion financiada por los contribuyentes”.

Esta consulta fue respondida en febrero del afio 2013 por el Jefe de Politica Cientifica Tecnoldgica de USA generando
apoyos y polémicas.

En términos generales la respuesta fue que el gobierno impulsaria un reglamento donde los articulos académicos produ-
cidos con presupuesto publico seran de alcance general a través de Internet transcurrido un afio desde su publicacion en una
revista cientifica. La medida tendra lugar en todas las agencias del gobierno de USA que tengan un presupuesto para inves-
tigacion superior a los USS$ 100 millones. Asi, estas ultimas deben “desarrollar planes para hacer publicos y disponibles de
manera gratuita los resultados publicados de la investigacion financiada federalmente”.

Esta respuesta ha vuelto a poner en el tapete cientifico a las revistas de las distintas disciplinas (pagadas y no pagadas)
donde el fin Ultimo sea siempre asegurar la calidad del sistema, la seleccion de articulos, la correccion y publicacion de los
mismos. Este nuevo escenario de liberacion de material cientifico en las plataformas de internet para investigaciones financia-
das con fondos publicos también esta siendo abordado por la Comunidad Europea, por lo que se avecina un cambio importante
en diversas politicas editoriales que esperamos favorezcan a los lectores en todo el mundo.

Dr. Francisco Pérez B.
Editor
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Estudio del control metabdlico en pacientes diabéticos
en hemodialisis cronica: hemoglobina glicosilada,
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Background: In conditions that may change red blood cell survival, such as hemodialysis, the accu-
racy of Alc glycosylated hemoglobin (HbAlc) to assess metabolic control can be hampered. Other
glycosylated proteins such as fructosamine, could accomplish the role of HbAlc. Aim: To assess
if HbAlc is a good metabolic control parameter in diabetic patients on chronic hemodialysis. To
compare fructosamine, HbAlc and serial capillary glucose levels in the same patients. Material and
Methods: Patients on hemodialysis three times per week were studied. Twenty one subjects with dia-
betes mellitus and 10 non-diabetic patients were included (70% were male). During a period of 14
days, fasting and post prandial capillary glucose levels were measured. Venous glucose, HbAlc and
fructosamine were measured at the onset and completion of the monitoring period. Results: Diabetic
patients were older than their non-diabetic counterparts (65 and 47 years respectively, p < 0.04). In
diabetic and non-diabetic patients respectively, capillary blood glucose levels were 161 = 22 and 104
+ 51 mg/dl, HbAlc levels were 6.8 + 1.2 and 5.4 + 0.4% and fructosamine levels were 282.0 + 126.6
and 154.6 £ 73 umol/L. In all patients there was a positive correlation between blood glucose, HbAlc
(r=0.78 p < 0.01) and fructosamine (r = 0.52, p 0.02). There was a positive correlation between
mean capillary glucose, HbAlc (r = 0.77, p < 0.01) and fructosamine (r = 0.69, p < 0.02). Among
diabetic patients, the correlation coefficients between mean capillary glucose levels, HbAlc and fruc-
tosamine levels were 0.67 (p < 0.01) and 0.51 (NS), respectively. Conclusions: Among diabetic pa-
tients on hemodialysis fructosamine levels are not a better indicator of metabolic control than HbAlc.

Key words: Fructosamine, hemoglobin Alc, chronic renal disease, hemodialysis.
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Introduccion

mas frecuente de Enfermedad Renal Cronica terminal

en el mundo y en Chile alrededor de un 35,2% de los
pacientes en hemodialisis son diabéticos'?. La evaluacion
del control metabdlico de estos pacientes igual que en to-
dos los diabéticos se realiza con la hemoglobina glicosilada
Alc (HbAlc). El nivel de HbAlc da una retrospectiva de los
niveles de glucosa en sangre y es un indicador del control
metabdlico a mediano plazo, su valor refleja, el promedio de

l a Nefropatia Diabética (ND) ha llegado a ser la causa

los niveles plasmaticos de glucosa de los ultimos 90 a 120
dias®; segun los valores de HbAlc se establecen las metas de
control y se toman decisiones terapéuticas. La determinacion
de Alc es también el mejor predictor de progresion hacia
complicaciones micro y macrovasculares. En los pacientes
nefropatas y en especial en los con enfermedad renal termi-
nal en dialisis la HbA1c informa valores que no reflejarian su
condicion metabolica previa real®.

Se ha observado, que condiciones fisioldgicas, como el
embarazo®, y patologicas en las cuales se alteran las carac-
teristicas de la hemoglobina o la vida media de los globulos



rojos, la correlacion de HbAlc con los niveles glicémicos
puede verse alterada. En individuos portadores de variacio-
nes de la hemoglobina en sus cadenas S o C, se han reportado
valores altos o bajos de HbAlc®. Condiciones que afectan
la vida media de los globulos rojos al disminuir el periodo
de tiempo de exposicion a la glicosilacion, el porcentaje de
HbATlc puede ser menor que la esperada. Esta situacion se ha
descrito en la anemia hemolitica, enfermedades hepaticas y
en periodo de recuperacion de pérdidas significativas de san-
gre. También se ha observado durante el tratamiento con eri-
tropoyetina’. En condiciones que se prolonga la vida media,
como en la anemia ferropénica o la anemia aplastica®, puede
estar la HbAlc mas alta que lo real. Se puede ver afectada
por la exposicion a substancias quimicas, concentraciones al-
tas de urea’ y salicilatos!?, que alteran la hemoglobina, dando
resultados mayores que los reales.

Los pacientes diabéticos en dialisis presentan frecuente-
mente anemia por deficiencia de eritropoyetina, traumatismo
de los eritrocitos, aumento de la incidencia de hemorragia
gastrointestinal por tlcera péptica y aumento del estrés oxi-
dativo que produce acortamiento de la sobrevida de los glo-
bulos rojos, pudiendo reducirse de 120 a 70-80 dias. En los
periodos predialiticos aumenta el nivel de uremia, con au-
mento de la carbamilacion de la HbA 1c¢’. Durante las dialisis
se agregan factores mecanicos que acortan la vida media del
glébulo rojo!!.

Considerando estos antecedentes y la observacion clinica
de pacientes diabéticos en dialisis, que muestra con alguna
frecuencia discordancia entre los valores de automonitoreo
glicémico y el de la HbAlc, se plantea la interrogante si la
HbAlc es un buen parametro para evaluar la condiciéon me-
tabolica de estos pacientes. Por otro lado, existen publica-
ciones en relacion con la utilidad de la medicion de otras
proteinas glicosiladas, como es la fructosamina'? y la albd-
mina glicosilada como un marcador alternativo mejor que la
HbA ¢ en estos pacientes's.

Se ha discutido la real importancia del control metabo-
lico en pacientes que tienen una sobrevida muy corta, que
ingresan a dialisis en etapas de deterioro sistémico avanzado,
lo cual hacia discutible la necesidad de un tratamiento que
complicaba el manejo diario y presumiblemente deterioraba
aun mas la calidad de vida del paciente. Sin embargo, estu-
dios recientes sugieren un efecto favorable de un buen con-
trol metabodlico en la presentacion de complicaciones macro-
vasculares y que un mal control glicémico es un predictor de
mortalidad en pacientes en dialisis'*!® siendo por tanto muy
importante contar con adecuados pardmetros de evaluacion.

El objetivo de este trabajo es determinar cual es mejor
indicador del control glicémico para pacientes diabéticos
nefropatas en hemodialisis, si la HbAlc o la fructosamina.

Pacientes y Método

Se realizdé un estudio observacional, prospectivo y alea-
torio en una cohorte de 21 pacientes diabéticos tipo 2 y 10
individuos no diabéticos con prueba de tolerancia a la glu-
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cosa oral normal (PTGO), criterio ADA. Todos los sujetos
estaban sometidos a hemodialisis créonica trisemanal (perio-
do minimo de 6 meses) en los Centros de Dialisis Santos
Dumont y Hospital Clinico Universidad de Chile, Santiago.

Se excluyeron los pacientes mayores de 75 afios o con
antecedentes de: hemorragias o amputacion en los tltimos 6
meses, hospitalizacion por cualquier patologia en los 2 me-
ses previos, neoplasias activas o por presentar hipoalbumine-
mia menor de 4 mg/dl.

Todos los pacientes firmaron un consentimiento informa-
do y el estudio contd con la aprobacion del Comité de Etica
del Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

Los grupo de diabéticos y no diabéticos se avaluaron con
2 glicemias capilares por dia, en ayunas y 2 h después de las
comidas en horarios alternos, durante 14 dias. A todos los
pacientes se les determind glicemia venosa, HbAlc, y fruc-
tosamina al inicio y al término del monitoreo.

La HbA1C fue determinada por el método inmunoturbi-
dimétrico “Tina-quant” y la fructosamina mediante prueba
colorimétrica con nitroazul de tetrazolio, con reactivos de
Roche, en un autoanalizador Hitachi, ambos parametros con
un coeficiente de variacion < 5%, en el Laboratorio Central
del Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

En el analisis estadistico se utilizaron medidas de po-
sicion (media) y de dispersion (desviacion estandar) y las
diferencias significativas con T de Student. A los parametros
expresados como % se les aplico 2o Fisher Las relaciones
entre las variables con correlacion de Pearson. El nivel de
significancia exigido fue p < 0,05.

El procesamiento de la informacidén se hizo uso con
S.P.S.S. (Statiscal Package for Social Sciences).

Resultados

En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas clinicas y
metabolicas de los grupos de pacientes en dialisis estudiados:
diabéticos tipo 2 (n = 21) y no diabéticos (n = 10); consti-
tuidos ambos por el doble de hombres. En relacion a la edad
los diabéticos eran significativamente mayores, en cambio

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y metabdlicas de pacientes en dialisis con

diabetes y sin diabetes

DM No DM
n=21 n=10
Mujeres/Hombres 714 3/7
Edad afos 65,3 +2,4 45,6 £ 6,5
IMC kg/m? 26,7 +6,0 27,3 +4,6
Glicemias capilares mg/dl 161 £ 22 104 £ 51
Hemoglobina total g/ 10,2+ 1,9 1,7+2,4
HbA1c % 6,8+ 1,2 54+0,5
Fructosamina ng/dl 282 + 126 154 + 73

< 0,001
< 0,01
NS
< 0,01
< 0,04
< 0,001
< 0,001

DM: Diabetes Mellitus.
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Figura 3. Correlacion entre glicemias promedio y HbA1c en pacientes dia-
béticos.

en IMC los grupos eran comparables. Las glicemias capilares, las
HbAlc y los niveles de fructosamina eran mayores (p < 0,01) en el
grupo de pacientes diabéticos.

En el total de individuos estudiados; al analizar las relaciones
de las variables se encontré una correlacion positiva y significa-
tiva entre los niveles de HbAlc y los promedios de glicemias r:
0,77, p < 0,0001 (Figura 1); situacion similar se present6 entre las
fructosaminas y las glicemias r: 0,69, p < 0,02 (Figura 2). En los
pacientes diabéticos en dialisis la determinacion de la fructosami-
na no mostré correlacion significativa con las glicemias promedio
(Figura 4). La correlacion de la glicemia promedio con la HbAlc
en los no diabéticos es de un 69,56% p = 0,08 y para los diabéticos
es de un 66,79% p = 0,001 (Figura 3). La fructosamina fue un para-
metro inferior a la HAlc para evaluar el control metaboélico en los
pacientes diabéticos estudiados.
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Figura 4. Correlacion entre glicemias promedio y fructosamina en los pa-
cientes.

Discusion

Los niveles de HbAlc son considerados actualmente el mejor
indicador del grado de control glicémico en los pacientes diabéti-
cos tipo 1 y tipo 2. Actualmente, la HbAlc ha sido recomendada
por los organismos internacionales (ADA; OMS; EASD) como cri-
terio diagnodstico de diabetes y prediabetes.

El estudio ADAG'” realizado en 509 individuos, con 2.700 de-
terminaciones para cada sujeto en un periodo de 3 meses establecio
la relacion entre las glicemias y la HbAlc en diabéticos y no dia-
béticos. Esta informacion es utilizada ampliamente como guia por
los clinicos; es asi como un valor de HbAlc de 7% corresponde a
glicemias promedio de 154 mg/dl y el mismo estudio demostré que
cambios de un 1% de la HbA1c se relaciona con variaciones de 28-
29 mg/dl de glicemias promedio.



Es conocido que diferentes factores pueden modificar las
concentraciones de HbAlc, de manera que la relacion con las
glicemias no corresponderia a la anteriormente mencionada;
varias condiciones afectan los niveles de HbAlc (Tablas 2 y
3), entre ellas, la enfermedad renal cronica, en la que suele
aparecer Hb carbamilada y su concentracion es proporcional
a la concentracion de urea lo que puede incrementar falsa-
mente las concentraciones de HbAlc. Por otra parte, la ma-
yoria de los pacientes en dialisis tienen anemia con menos
globulos rojos y de menor supervivencia, reduciendo el tiem-
po que la glucosa en la sangre interactiia con la hemoglobi-
na causando disminucion de los valores de HbAlc. Frente a
esta situacion en otros paises actualmente utilizan la albtmi-
na glicada (AG) como parametro de control de los pacientes
diabéticos en dialisis'®.

La prueba de AG, desarrollada por Asahi Kasei Pharma
Corporation, mide las concentraciones de glucosa en sangre
los ultimos 17 dias. En situaciones en las que se producen
rapidos cambios en la glicemia, la AG entrega una imagen
mas precisa del control de la diabetes. La prueba AG esta
disponible en Japon, China, Corea del Sur, pero todavia no
ha sido aprobada por la Food and Drugs Administration de
los Estados Unidos.

Nosotros en este trabajo estudiamos la relacion entre los
niveles de glicemias y HbAlc, y también la relacion entre la
fructosamina, que mide las proteinas glicosiladas de la san-
gre, y las glicemias en pacientes en dialisis no diabéticos y
diabéticos'’; encontramos que en el grupo total de individuos
habia una relacion significativa entre glicemias y HbAlc (Fi-
gura 1) y entre glicemia y fructosamina (Figura 2) siendo,
por lo tanto, ambos parametros una imagen del control glicé-
micos de los pacientes en dialisis. En el grupo de diabéticos
(Figuras 3 y 4), encontramos coeficientes de correlacion para
HbAlcr=0,67 (p < 0,001) y para fructosamina 0,51 (NS);
con estos resultados podemos decir que en los pacientes dia-
béticos en dialisis estudiados, la fructosamina fue un para-
metro inferior en la estimacion del control glicémico.

La confiabilidad de los valores de HbAlc en el control
glicémico en individuos diabéticos con enfermedad renal
cronica sigue siendo controversial. La importancia mayor
esta dada porque en algunos estudios se ha observado que
altos valores de HbAlc se asocian a un incremento en el ries-
go de muerte y de hospitalizaciones en pacientes diabéticos
en hemodialisis', aunque otras publicaciones no detectan
correlacion entre los valores de HbAlc y supervivencia en
pacientes dializados; de manera que es necesario disponer de
un método confiable que permita determinar con exactitud el
grado de control glicémico de estos pacientes'®.

En algunas publicaciones se propone que los sensores de
glucosa serian en este momento el mejor sistema de control
metabodlico de estos pacientes; sin embargo, en nuestro me-
dio es practicamente imposible disponer de ellos, tanto por
su alto costo como por la dificultad de manejo que presentan.

La diabetes es la causa mas comun de enfermedad renal
cronica en todo el mundo, incluido Chile y se asocia con
altas tasas de mortalidad, mas de 20% de los pacientes en
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Tabla 2. Factores que disminuirian la HbA1c

Vitamina E

Vitamina C

Enfermedad hepatica crénica
Terapia antirretroviral

Embarazo

Tabla 3. Factores que aumentarian la HbA1c

Hb carbamiladas

Hb acetiladas
Hipertrigliciridemias
Hiperbilirrubinemias
Abuso crénico de alcohol
Edad

Algunos opiaceos

dialisis fallecen cada afio. Por lo tanto, es una necesidad im-
periosa disponer de una prueba exacta de control glicémico
para los pacientes diabéticos en dialisis. Alin se necesitan
mas estudios para esclarecer la confiabilidad de las distintas
proteinas glicosiladas en personas diabéticas con enferme-
dad renal crénica. Sin embargo la HbAlc es el parametro
con que disponemos actualmente y nos da una buena aproxi-
macion del control glicémico teniendo presente el contexto
clinico y de laboratorio general del paciente (albumina, he-
moglobina total).
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Frecuencia del polimorfismo PD-7.3 del gen

del receptor de muerte celular programada 1 (PD-1)

y su asociacion con diabetes tipo 1

Karla Vasquez O.', Johana Soto S.?, Carolina Pizarro A.7, Francisca Salas P' y Francisco Pérez B.'

Frequency of polymorphism PD-1.3 of programmed
cell death 1 (PD-1) and their association with type 1

diabetes

Background: The programmed cell death 1 (PDCD-1) immune-receptor is a key element in the ne-
gative regulation of peripheral tolerance in T cells. The gene has several polymorphisms and can be
associated with susceptibility to autoimmune diseases. Aim: To analyze the frequency and distribu-
tion of PD-1.3 polymorphism of PDCD-1 gene and explore its possible contribution as a susceptibility
gene for type I diabetes (T1D). Patients and Methods: We analyzed 248 cases with T1D with recent
diagnosis and 160 control children under 15 years of Santiago. Genetic polymorphism in PD-1 gene
variant for PD-1.3 (rs 11568821) was analyzed by polymerase chain reaction and restriction frag-
ment length polymorphism. Comparison of genotype, allele frequency and consistency with respect
to Hardy-Weinberg were analyzed using y’ tests and Fisher exact test. Results: There was a very low
frequency of the genotype A/A, both in T1D patients and in controls (< 2%). The A/G genotype was
more common in diabetic patients than in controls (41.6 and 18.8% respectively, p < 0.04). G/G ge-
notype was more common in controls than in patients (79.4 and 56.8% respectively, p < 0.02). TID
patients carrying genotype G/G had a higher frequency of anti-GADG65 and anti-A-2 antibodies (81
and 67% respectively). Conclusions: The distribution of PD-1.3 genotype frequencies are similar
to that reported elsewhere. Possibly, this genetic variant (rs 11568821) does not have an important
marker role in Chilean T1D patients.

Key words: Type I diabetes, PDCD1 gene polymorphisms, genetic markers, autoimmunity.
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Introduccion

no endocrino-metabdlico mas comun en la infancia

y adolescencia. Su etiologia es compleja e intervie-
nen factores ambientales que interactuan con componen-
tes de predisposicion genética, lo que finalmente gatilla un
irreversible proceso autoinmune que destruye las células 3
pancreaticas'. Entre los multiples factores ambientales que
se han relacionado a la DM1 se encuentran las infecciones
virales, algunos agentes dietarios y la hipotesis de la higie-
nes®’. Todos ellos conducen de alguna forma, atin descono-
cida, a la ruptura de la tolerancia autogénica normal generan-
do autoinmunidad contra la célula B pancreatica®. Entre los
factores genéticos asociados a la DM, el sistema mayor de

l a diabetes mellitus tipo 1 (DM1) constituye el trastor-

histocompatibilidad (HLA de clase II) ha sido el candidato
principal desde hace mas de tres décadas debido al papel cen-
tral que juega en el proceso de reconocimiento antigénico’.
Ademas de esta region HLA, se han identificado y propuesto
otras 21 regiones candidatas como posibles marcadores de
susceptibilidad a la DM1!°. Parte de los estudios de los ul-
timos afios, han focalizado su atencion en aquellos genes de
regulacidon negativa de la respuesta inmune, es decir aquellos
que operan frenando la respuesta, una vez que el antigeno ha
sido destruido. Se han identificado tres regiones importan-
tes en esta regulacion negativa de los linfocitos T: CTLA-4,
PTPN22 y PD-1. Para CTLA-4 existen importantes estudios
que han revelado su papel como variante de susceptibilidad
en diversas patologias autoinmunes!'"'2, el gen PTPN22 que
codifica para la Proteina Tirosina-Fosfatasa (LYP) también
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ha demostrado relevancia a través de la regulacion de la res-
puesta del linfocito T y finalmente el gen que codifica para
los receptores de muerte celular programada 1 (PD-1) el cual
participa también en el reconocimiento de estructuras que re-
gulan negativamente la relacion entre la célula presentadora
del antigeno (célula B pancreatica en el caso de la DM1) y el
linfocito T'15.

El gen PD-1 y sus proteinas ligando tienen un importante
rol en la induccidn y/o mantencidn de la tolerancia periférica.
A través de la interaccion con sus ligandos (PDL1 y PDL2),
se inhibe la estimulacidon antigénica de las células T y B,
estos ligandos pertenecen a la familia de proteinas B7 y se
expresan en organos linfoides, como no linfoides. El balance
de seiiales inhibitorias (PD-1 y CTLA-4) y de estimulacion
(B7) genera interacciones entre la superficie celular de los
linfocitos T y las células presentadoras de antigenos y corres-
ponden a mecanismos cruciales de la homeostasis celular de
la tolerancia periférica'. El gen humano para PD-1, localiza-
do en el cromosoma 2q37 presenta varios polimorfismos de
nucledtido simple (SNPs) asociados con autoinmunidad: Lu-
pus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoidea (AR),
tiroiditis y DM 1", Los estudios de polimorfismo genético en
pacientes con DM1 han mostrado resultados controversiales
segun la poblacion analizada'®2!. El objetivo de esta inves-
tigacion fue analizar la frecuencia y posible asociacion del
polimorfismo PD-1.3 con la DMI1 en un grupo de pacientes
chilenos.

Pacientes y Métodos

El estudio incluyo 248 pacientes con DM1 (niflos y ado-
lescentes) y 160 controles adolescentes aparentemente sanos,
sin antecedentes familiares de diabetes u otras enfermedades
autoinmunes (datos obtenidos mediante encuesta familiar).
Las caracteristicas clinicas de ambos grupos se resumen en
la Tabla 1. Los controles fueron contactados de dos colegios
de Santiago (comunas de Independencia y Macul), por lo que
estimamos que son comparables en términos de su estatus so-
cio-demografico respecto de los casos con DM1 que provie-
nen del IDIMI, Hospital San Borja Arriaran. El protocolo de
esta investigacion ha sido aprobado por los comités de ética
respectivos (Facultad de Medicina, Universidad de Chile y
Servicio de Salud Metropolitano Central, Hospital San Borja

Tabla 1. Caracteristicas clinicas e inmunolégicas de los gru-
pos de estudio

Controles

(n = 160)
Edad (afos) 9,5 + 4,1 15,6 + 4,2
Edad de diagnostico (afios) 6,1 + 3,5 -
Total de anticuerpos positivos (%) 70,9 1,25
Anti-GAD65 (%) 77,4 0,625
Anti-IA-2 (%) 64,5 0,625

Arriaran). Todos los pacientes, controles y/o sus padres o
tutores entregaron su consentimiento por escrito.

Extraccion de ADN y determinacion de
polimorfismos PD-1

El ADN genomico se extrajo a partir de una muestra de
sangre periférica (3 ml) utilizando técnicas estandares de li-
sis celular (Winkler, Santiago, Chile). El polimorfismo PD-
1.3 (rs11568821) se determino a través de partidores especi-
ficos (Forward: 5"TGA TCC ACT GTG CCT TCC TTC CTG
37; Reverse: 5'"CCT CTG AAA TGT CCC TGG CAT TCT
3") y cada reaccion de PCR fue realizada en 25 pL de volu-
men de reaccion, conteniendo 10 uM de cada partidor, 11 pL
de ADN de cada una de las muestras, 10 mM de dNTP, 5 uL.
de Buffer NH4SO4, 3 uL de Mg™ 25 mM, 0,2 pL de Tag-
Polimerasa y H,O. La reaccion se estandariz6 en 35 ciclos a
fin de desnaturar el ADN (90°C), unir los partidores (58°C)
y realizar la extension (72°C). El polimorfismo PD-1.3 se
determiné a través de fragmentos de restriccion (RFLPs) y
para ello se tomaron 15 pL de cada producto de PCR que
fueron incubados a 37°C durante 1 h con 0,1 U de la enzima
Pstl; 5 uL de Buffer NE 10X, 0,5 pL de BSA y 29,5 uL de
H,0, el producto de digestion fue visualizado en geles de
agarosa al 3%.

Analisis serolégico de anticuerpos

Los anticuerpos anti-GADG6S5 y anti-IA2 fueron deter-
minados mediante inmunoensayo enzimatico (ELISA) con
el uso de kits comerciales (Medizym® Diagnostic, Berlin,
Germany). Esta deteccion de anticuerpos es semi-cuantita-
tiva y establece puntos de corte frente a una curva de cali-
bracion considerando, como referencia el valor de 5 UI/mL
para GAD65 y 10 Ul/mL para IA2. Aquellas muestras con
un titulo mayor o igual a dicho valor fueron consideradas
muestras positivas. Se obtuvo una sensibilidad y especifici-
dad del 92,3% y 98,6% para anti-GAD65 y de 75% y 98%
para anti-1A-2.

Analisis estadistico

Las comparaciones de frecuencia alélicas y genotipicas
entre casos y controles fueron analizadas mediante las pruebas
de y* y Prueba exacta de Fisher utilizando el programa SHE-
SIS (URL: http://202.120.7.14/analysis/myAnalysis.php). Se
evalud la concordancia de las frecuencias genotipicas con
respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg por y*. Las compa-
raciones de las variables continuas del estudio se realizaron
mediante prueba t de Student, la comparacion de anticuerpos
a través de test de proporciones. Un valor de p < 0,05 fue
considerado como estadisticamente significativo.

Resultados

La Tabla 2 muestra la distribucion observada para el
polimorfismo PD-1.3. Existe una muy baja frecuencia del
genotipo A/A tanto en pacientes con DM1 como en contro-
les (1,6% y 1,8% respectivamente). Esta baja frecuencia es



concordante con los datos provenientes de otros estudios
donde se informa de la misma baja frecuencia. El genoti-
po heterocigoto A/G muestra diferencias al comparar ambos
grupos, 41,6% de los pacientes con DM1 son portadores de
este genotipo vs el 18,8% presente en controles (p < 0,04).
El polimorfismo G/G también mostré diferencias, siendo
muy frecuente en la poblacion control con un 79,4% vs un
56,8% en pacientes con DM1 (p <0,02). Como consecuencia
de esta distribucion genotipica, la frecuencia del alelo G es
significativamente mayor en controles (88,7% vs 77,6%, p <
0,05). Lamentablemente, el analisis de este polimorfismo no
se muestra en equilibrio de Hardy-Weinberg, situacion que
también ya ha sido descrita en los estudios publicados para
esta variante.

Finalmente, la Tabla 3 muestra los resultados del estudio
de asociacion entre genotipos PD-/.3 y marcadores inmuno-
logicos caracteristicos de la DM1. Dada la baja frecuencia
del genotipo A/A el resultado es solamente referencial, pues-
to que su baja distribucién impide realizar comparaciones.
Sin embargo, para los genotipos A/G y G/G se observa una
mayor frecuencia de anticuerpos positivos. El genotipo G/G
se asocia a un porcentaje mayor de anti-GAD65 (85,1%) y al
mayor porcentaje de anti-IA-2 (66,6%).

Discusion

Dado el importante papel que tienen las moléculas de
inmuno-regulacion negativa en la proliferacion de células T,
tanto la molécula PD-1 como CTLA-4 han sido objeto de in-
numerables estudios en los ultimos 10 afios con el fin de esta-
blecer su relacion con patologias de origen autoinmune!!-322,
Existe en la literatura un amplio numero de publicaciones en
relacion a CTLA-4, sin embargo, los estudios que involucran
a PD-1 son de menor cuantia. Al respecto, la informacién pu-
blicada respecto a la posible asociacion de este polimorfismo
en la DMI es limitada y controversial'®?.

Nuestro estudio mostréd que el polimorfismo PD-1.3 y en
especial el genotipo G/G no estaria asociado a la enferme-
dad, ya que éste resultd ser mas frecuente entre los controles.
No obstante, cuando se analizé este genotipo en el contexto
de la autoinmunidad entre los pacientes con DM, fue posi-
ble observar que este genotipo se encuentra asociado a un
mayor patrén autoinmune. Esta situacion ya ha sido descrita
en otras enfermedades autoinmunes?.

Nuestros resultados de distribucion del polimorfismo
PD-1.3 estan mas proximos a los observados en poblacion
europea, no asi a las frecuencias que muestran grupos asia-
ticos. La muy baja frecuencia observada para uno de los
polimorfismos (A/A) también ha sido descrita en diferentes
etnias y en distintas patologias autoinmunes tales como la
Enfermedad de Graves, Enfermedad de Addison y Lupus*?’.

Hay dos aspectos importantes a considerar en este estu-
dio, uno de ellos es el tamafio de la muestra y su procedencia.
Sin embargo, esto ha sido reportado en la mayoria de los es-
tudios. Al respecto, creemos que nuestra muestra no presenta
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Tabla 2. Distribucion de frecuencias genotipicas y alélicas para el poli-
morfismo PD-1.3 en ambos grupos

Polimorfismo DM1 (n = 248) Control (n = 160) p-value
n Frec. ] Frec.

PDCD 1.3
A/A 4 0,016 3 0,018 NS
A/G 103 0,416 30 0,188 0,04
G/G 141 0,568 127 0,794 0,02

% alelo A 22,4 11,3

% alelo G 77,6 88,7 0,05

H-W equilibrium p < 0,01.

Tabla 3. Distribucion de anticuerpos anti-GAD65 y anti-lIA-2 en los 248
pacientes con DM1 de acuerdo al genotipo PD-1.3

Genotipo Anti-GAD65 Anti-1A-2

A/A (n=4) 2 50,0% 1 25,0%
A/G  (n=103) 70 67,9% 65 63,1%
G/G  (n=141) 120 85,1% 94 66,6%

un sesgo de seleccion, es decir que los pacientes y controles
no sean representativos de la poblacion chilena, dado que
estan seleccionadas de lugares comparables y representan a
poblacion pediatrica y adolescente del sector medio-bajo de
nuestra poblacion. Sin embargo, la baja frecuencia de una
de las variantes genotipicas (A/A) hace predecible un desvio
del equilibrio®.

Los resultados obtenidos por este estudio, no mostraron
asociacion genotipica del polimorfismo PD-1.3 con DM1. No
obstante, dentro del grupo con DM1 el genotipo G/G pare-
ce relacionarse con una mayor frecuencia de autoinmunidad
(mayor frecuencia de anti-GAD y anti-IA-2). El polimorfis-
mo PD-1.3 del gen PDCD] es uno de los pocos polimorfis-
mos funcionales descritos para este gen, dentro de mas de
130 polimorfismos, es decir que la sustitucion nucleotidica
es capaz de producir un cambio en el marco de lectura de
la proteina, esto podria relacionarse tal vez con una mayor
reactividad celular (situacidén no abordada por este estudio)
y repercutir en un mayor patrén de autoinmunidad. En este
nuevo escenario, los estudios dirigidos a la caracterizacion
de otros polimorfismos funcionales en la regulacion nega-
tiva de la célula T podrian tener en el futuro una relevancia
importante para entender los mecanismos que alteran la tole-
rancia inmunologica.
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Caracterizacion de linea celular de paratiroides
humana (RCPTH) y evaluacién de tumorigenicidad

en ratones NOD/SCID
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Characterization of human parathyroid cell line (RCPTH)

and tumorigenicity evaluation in NOD/SCID

Background: Cell therapy could be an alternative for the treatment of hypoparathyroidism.
Therefore efforts have been made to establish a cell line of parathyroid cells. Aim: To es-
tablish a continuous functional and non-tumorigenic human parathyroid cell line. Material
and Methods: Nineteen tissue samples from 15 patients subjected to parathyroidectomy due
to primary or secondary hyperparathyroidism were obtained. Functional, morphological and
tumorigenic properties of the obtained cells were analyzed. Results: After two months of
culture in conditions of immortalization, cells had an exponential growth without experien-
cing senescence. Therefore, more than 200 sub cultures have been performed. The cell line
was denominated RCPTH. Morphological characterization showed monolayer growth with
contact inhibition and a duplication time of 30 hours. On light microscopy, pleomorphism
and low number of mitoses were observed. Cells accumulated glycogen, expressed calcium
sensing receptor and had positive PTH cytoplasmic clusters. The line secreted PTH initially
but subsequently, PTH production became undetectable. The cell line did not have tumor or
metastatic growth. Conclusions: A parathyroid cell line has been established. The lack of
PTH production is a problem that will require the search for mechanisms to activate it.

Key words: Parathyroid cell line, tumorigenic, cellular study.
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Introducciéon

4% de las cirugias de tiroides'.

El tratamiento de esta secuela postoperatoria puede
ser médico o quirurgico. El tratamiento médico considera la
administracion de calcio y vitamina D a permanencia y en al-
gunos casos incluso el uso de diuréticos. El tratamiento qui-
rurgico a su vez puede ser intraoperatorio o post-operatorio.
El primero consiste en realizar un autotrasplante de glandu-
las resecadas o dafiadas (con 99% efectividad), mientras que
en el tratamiento quirdrgico post-operatorio se intenta un
autotrasplante de tejido criopreservado del mismo paciente
que tiene el inconveniente de que su efectividad disminuye a

E | hipoparatiroidismo permanente ocurre en un 0,2 a

50% y se debe contar con un Banco de Criopreservacion de
Paratiroides. Sin embargo, no siempre es posible contar con
el tejido paratiroideo del paciente, por lo que otra alternativa
quirtrgica es el alotrasplante utilizando tejido paratiroideo
de pacientes intervenidos por hiperparatiroidismo secunda-
rio*3.

Los aloinjertos, ya sea de células o tejidos, se han inten-
tado sin inmunosupresion para evitar efectos adversos gra-
ves. Se ha logrado mantener una funcion paratiroidea normal
solo por 18 meses, hasta que los injertos son rechazados*.

En nuestra experiencia logramos mantener niveles de
PTH detectables pero subnormales por 20 meses en una pa-
ciente con hipoparatiroidismo severo al alotrasplantar tejido
paratiroideo microencapsulado, durante el periodo de funcio-
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namiento del injerto se logro suspender el aporte de calcio
endovenoso continuo y mejorar la calida de vida de la pa-
ciente®.

El establecimiento de una linea celular de paratiroides se
ha intentado por muchos afios con el inconveniente de que
la funcionalidad se altera (secrecion de PTH y respuesta a
niveles de calcio extracelular) y la sobrevida no es muy pro-
longada (senescencia en 20 sem)’*?.

El objetivo de este trabajo fue establecer una linea celu-
lar continua de paratiroides humana funcional y no tumorigé-
nica y asi lograr ampliar el espectro terapéutico de pacientes
con hipoparatiroidismo, con la posibilidad de realizar aloin-
jertos con una linea celular de paratiroides humana. Con el
uso de un método especial de inmortalizacion, descrito por
Caviedes R y cols 1992'9, se establecio la linea RCPTH la
que fue caracterizada morfocinéticamente y funcionalmente,
en condiciones de cultivo aislado y de cocultivo con células
nodriza (Granulosa Humana). Ademas se evalu6 sus carac-
teristicas de proliferacion y tumorigenicidad in vitro y tumo-
rigenicidad in vivo mediante injerto en ratones inmunodefi-
cientes (NOD/SCID).

Metodologia

Durante el periodo inicial del estudio, se obtuvo 19
muestras de tejido de 15 pacientes paratiroidectomizados por
hiperparatiroidismo primario o secundario. El estudio fue
aprobado por el comité de ética de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile, y se desarroll6 desde el afio 2003.
Se utilizé un consentimiento informado debidamente aproba-
do por este comité.

Se excluyd pacientes con antecedentes de infeccion por
virus hepatitis C o B, CMV, VIH, y pacientes con sospecha
de cancer paratiroideo. Se confirmé la naturaleza benigna de
las muestras por biopsia.

Las muestras fueron trasportadas al laboratorio en medio
DMEM/F12 (Sigma ®) a 4°C. En el laboratorio, en condicio-
nes de esterilidad bajo campana de flujo laminar, se procedio
a disgregar mecanicamente el tejido separando el estroma del
parenquima. El parénquima identificado es cortado en piezas
de 1 x 1 mm y disgregado enzimaticamente con colagenasa
II (Worthington ®) al 0,2% incubando 30 min a 37°C. Pos-
teriormente se disgrega por pipeteo en pipetas de vidrio, se
centrifuga para lavar el medio de digestion y se siembra en
placas de plastico para cultivo primario con medio DMEM/
F12 suplementado con Suero Bovino Adulto 10%, Suero Fe-
tal Bovino 5% y Gentamicina (4 pgr/ml). Para el proceso
de inmortalizacion se utilizo el método descrito anteriormen-
te!'12. En resumen, se agrega al medio de cultivo primario un
medio condicionado por la linea tumoral de tiroides de rata
(UCHTT1) al 10%. Con esto se logra la transformacion en un
plazo de 1 a 8 meses.

El medio de cultivo se cambid cada 3 dias o seglin nece-
sidad, por viraje del marcador de pH (rojo fenol). Para los
subcultivos se utilizd método enzimatico con tripsina 0,2%.

Se controld los cultivos por microscopia invertida de
contraste de fases.

Una vez establecido el cultivo continuo (paciente con
Dg de HPT Irio-Adenoma de paratiroides) se trabajo en el
Laboratorio de Cultivo Celular y en el Laboratorio de Inmu-
nologia Tumoral de la Facultad de Medicina Universidad de
Chile.

La linea celular obtenida se denominé RCPTH.

Evaluacioén de la curva de crecimiento de la linea
celular continua de paratiroides humana (RCPTH)

Al obtener el crecimiento continuo de la linea se sembro
en placas de 6 cm de diametro 70.000 céls/placa, en dupli-
cado. Se cont6 el nimero de células en camara de neubauer
cada 24 h. Se realiz6 experimento en triplicado.

Meétodo de evaluaciéon de la duplicacion celular

Tiempo que demora un cultivo en doblar el nimero de
células. Contando con camara de neubauer (conteo celular)
y segiin método de Caviedes y cols en placas de 35 mm'°.

Conteo celular: Primero se siembran 70.000 células/pla-
ca de 6 cm de diametro en triplicado (15 placas) y se tripsi-
niza y cuentan las células en cdmara de neubauer cada 24 h.

Meétodo Caviedes: Se siembran las células a baja densi-
dad en placa de 35 mm. Se marca puntos de referencia en la
placa y en el microscopio. Buscando las mismas coordenadas
cada vez, se cuenta el numero de células por campo en dias
sucesivos, segun el modelo y formula siguiente:

TD = (t final - t inicial) x log 2 / (log N° céls t final - log N° céls t inicial)

P
]

Protocolo de tincién con hematoxilina-eosina

Se sembro las células RCPTH a baja confluencia en pla-
cas con cubreojetos. Se incubd con medio de cultivo DMEM/
F12 hasta lograr adherencia. Se retiraron los cubreobjetos y
se fijo las células con alcohol 96°. Luego se sumergieron en
Hematoxilina de Harris por 2 min. Luego se elimina el exce-
so de tincion con alcohol acido al 1%. Se sumerge en Eosina
acuosa por 1 min y se elimina el exceso con agua corriente.
Se somete los cubreobjetos a bateria de alcoholes para deshi-
dratacion, se fijan y montan en placas.

Tincion de la reaccion del acido peridédico
de Schiff (PAS)

Las células de paratiroides humana tienen reaccion PAS
positiva como pocas células (musculares, renales, hepaticas)



ya que tienen un contenido de glicogeno elevado. El acido
periodico oxida los 1,2-glicoles de los tejidos transforman-
dolos en aldehidos que se colorean con el reactivo de Schiff.

Para este experimento se incuban células RCPTH sobre
cubreobjetos. Primero se agrega el acido periddico (0,5% en
agua destilada) sobre las células lavadas previamente con
PBS, por 5 min. Se lava con agua corriente y luego con agua
destilada. Se contintia con la incubacion con el reactivo de
Schiff (Fucsina basica 1g, HCI N 20 ml, Bisulfato sédico an-
hidrico 1 g en 200 ml de agua destilada) por 15 min y luego
se realizan bafios de 4acido sulfuroso (Metabisulfito sddico al
10% 6 ml, HCI N 5 ml en 100 ml de agua destilada) por 3
veces (2 min cada vez). Se deshidrata las células en bateria
de alcoholes y se monta para visualizacién en microscopio
optico.

Se utilizé hepatocitos de ratas Fisher 344 (linea Gers-
chenson) como control positivo!'>!3.

Caracterizacion por inmunofluorescencia
(PTH-CaSR)

Se sembro sobre cubreobjetos de vidrio en placas de 6 cm
de diametro a baja confluencia. Una vez adheridas las células
se lavo las placas con PBS. Se fijo con metanol frio (-20°C)
por 30 min. Se lava con PBS (3 veces, 5 min cada vez) luego
se bloquea con Suero Normal de Caballo 10% por 20 min. Se
lava 3 veces con PBS, y se incuba con anticuerpo primario
a 4°C toda la noche. Se utiliz6 anticuerpo anti PTH humana
(N-18) de cabra 1:100 (Santacruz Inc) y anti PTH humana de
conejo 1:200 (Abcam - ab53040) y Anti CaSR (receptor de
calcio sensible) Humano de ratén 1:100 (Chemicon). Luego
se lava 3 veces con PBS y se incuba con anticuerpo secunda-
rio Anticabra biotinilado (20 pg/ml - Vectorlabs) y Antiraton
conjugado con FITC (20 pg/ml - Vectorlabs), por 1,5 h. Se
lava con PBS, se montan los cubreobjetos en portaobjetos de
vidrio con medio de montaje para fluorescencia (Dako). Se
observa fluorescencia en microscopio Karl Zeiss, digitalizan-
do imagenes con camara Cool Snap sf. Como control posi-
tivo se utiliz6 tejido paratiroideo criopreservado y cultivado
de otros pacientes.

Evaluacién de la funcién endocrina
(produccion y secrecion de PTHi) y curva
dosis/respuesta a calcio extracelular

La produccion de paratohormona en el medio de cultivo
se midi6 por radioinmunoensayo con el kit Immulite PTHi
(DPC). Se sembro6 en placas de 6 cm de diametro 70.000 céls/
placa, en duplicado. Una vez logrado el 80% de confluencia
se cambi6 el medio de cultivo por un medio Joklik (sin cal-
cio) suplementado con CaCl, en concentraciones de 0,5 - 1
- 1,5 -2 - 3 mM Calcio. Se incubo las placas en duplicado
por cada condiciéon por 2 h a 37°C. Luego se obtuvo muestras
del medio y se congelé a —20°C para su posterior analisis.
Las células fueron lisadas con buffer RIPA para medicion de
proteinas por el método de Bradford, para la normalizacion
de los resultados.
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Mejoramiento de condiciones de cultivo mediante
cocultivo con células de granulosa humana

Al avanzar en el tiempo y ntimero de subcultivos la linea
celular RCPTH baj6 el nivel de produccion y secrecion de
PTH por lo que se intentd mejorar las condiciones de cultivo
para optimizar la produccion y secrecion de PTH.

En otros modelos endocrinos de trasplante celular, se ha
intentado mejorar la sobrevivencia y funcion endocrina de
las células en cultivo mediante técnicas de cultivo en sus-
pension y cocultivos'. Por ejemplo, en estudios utilizando
Islotes de Langerhans para terapia de trasplante celular en
diabetes mellitus se estd pregonando el cocultivo de los Is-
lotes con células nodrizas que aporten factores paracrinos de
regulacion. Algunos autores han logrado mayor sobrevida
de los Islotes y mejor respuesta de secrecion de insulina al
cocultivar con hepatocitos'> y con células de Sertoli'*!¢17,
También se ha observado que esta condicion de cocultivo
protege a los islotes de la destruccion alo y autoinmune'®.
Incluso, hay experiencias preliminares de xenotrasplantes de
estos conglomerados celulares microencapsulados en pacien-
tes con Diabetes Mellitus tipo 1 (12 casos), disminuyendo los
requerimientos de insulina en un 40%".

Dentro de las lineas celulares humanas conocidas como
nodrizas estan las ya mencionadas células de Sertoli (utiliza-
da en cocultivos con islotes de Langerhans) y las células de
granulosa humana. De estas ultimas existe una linea celular
inmortalizada en nuestro laboratorio (RCGH). (Caviedes y
cols. Pat. WIPO N° WO 03/065999 A2).

Se establecid condiciones de cocultivo de la linea RCP-
TH y la linea RCGH (granulosa humana), ademas de condi-
ciones de cultivo con el medio condicionado de esta tltima.
Se determind proliferacion y tiempo de duplicacion. No hubo
deteccion de PTH.

Evaluacién de proliferacion

Se evalud la proliferacion de la linea celular RCPTH en
condiciones de cocultivo con una linea celular nodriza y a
distintos porcentajes de confluencia de placa.

Se establecio el valor de porcentaje de incorporacion de
BrDU en condicion basal y en condicion de cultivo mejorado
(cocultivo). Ademas se utilizé inmunocitoquimica anti Ki67
como marcador de proliferacion utilizado ampliamente en
clinica.

Incorporacion de BrDU (bromodeoxiuridina)

Se utiliza células cultivadas sobre cubreobjetos a baja
confluencia en triplicado en las distintas condiciones con
PBS, dos veces. Se fija las células con Metanol a -20°C por
10 min (mantener a 2-8°C). Una vez seco (al aire) se pueden
mantener a -20°C en caja sellada o rehidratar para continuar
el procedimiento. Para rehidratar, sumergir en PBS por 3
min. Luego denaturar el DNA incubando placas en HCL 2N
a 37°C por 60 min y posteriormente se neutraliza el acido
clorhidrico sumergiendo placas en Buffer Borato 0,1 M pH
8,5 (lavar 2 veces por 10 min c/u). Se lava con PBS 3 veces
c/u. Para la incubacion del anticuerpo primario (Anticuer-
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po BrDU mouse (Sigma N° cat. 2.531) diluido 1:1.000), se
coloca en camara humeda (placa de petri con toalla secante
htmeda) y se incuba con el anticuerpo primario por 60 min a
T° ambiente. Se lava con PBS por 3 veces, 10 min c/u. Lue-
go se aplica el anticuerpo secundario a dilucion 1:100. Anti
Mouse-FITC (VectorLabs) diluido en buffer recomendado
por el fabricante (NaHCO3 0,1 M, pH 8,5 en NaCl 0,15 M).
Se lava con PBS por 3 veces, 10 c/u y finalmente se monta
con medio de montaje Dako en portaobjetos. En microscopio
se cuenta el numero de células totales y con tincion nuclear
positiva. Se expresa el porcentaje de células positivas sobre
el total. Porcentaje de proliferacion.

ICQ para Ki67

Se utiliza células cultivadas sobre cubreobjetos a baja
confluencia en triplicado en las distintas condiciones con
PBS, dos veces. Se fija las células con Metanol a -20°C por
10 min. Para medir la presencia de Ki-67, se realiz6 primaria-
mente la recuperacion de los antigenos nucleares, mediante
incubacion en buffer Tris-EDTA, a pH 9, en microondas por
6 min a potencia maxima y 1 h a baja potencia. Se consider6
positiva la presencia de marcacion para Ki-67 en citoplasma
difuso o Golgi, examinando el area de mayor confluencia, se
expresa el resultado en porcentaje de células positivas sobre
el total de células en 10 campos al azar.

Evaluacion de tumorigenicidad

La tumorigenicidad de una linea celular continua se pue-
de determinar por métodos in vitro e in vivo. El Estandar de
la caracterizacion in vitro es la observacion del crecimien-
to celular en condiciones de suspension celular (sin ancla-
je- Crecimiento en Agar Blando). Las células tumorigénicas
tendran duplicacion celular y formaran colonias, no asi una
linea no tumorigénica. El estandar de oro de la evaluacion
de tumorigenicidad in vivo es el injerto de la linea celular
en ratones inmunocomprometidos y las observacion de éstos
por al menos 10 semanas.

Crecimiento en agar blando

Se utiliz6 esta prueba para evaluar el crecimiento celular
sin anclaje, para evidenciar caracteristicas tumorigénicas in
vitro. Se agreg6 Agar al 0,5% suplementado con DMEM/F12
+ Suero fetal bovino al 10% en placas de 3,5 cm de didmetro,
se incubd a 37°C hasta gelificar. Se prepard una suspension
celular con 5x10° céls/ml en agar 0,3%. Se sembro las células
sobre el agar 0,5% ya gelificado y se incub6 por 21 dias. Cada
7 dias se agrego6 200 plt de medio DMEM/F12 + SFB 10%
para evitar la deshidratacion del agar. A los 21 dias se conto
el nimero de colonias (16-50 células) formadas en 10 campos
al azar, confirmando la vitalidad con tripan blue. Se utiliz6
como control positivo la linea tumoral Hep2 (carcinoma epi-
dermoide laringeo). El experimento fue duplicado en serie.

Tumorigenicidad in vivo

Se utiliz6 la Linea Celular RCPTH en cultivos estériles
libre de micoplasma. Se certifico esta condicion por PCR. Se
evalud lo siguiente:

Tumorigenicidad o capacidad de la linea RCPTH de de-
sarrollar tumores en ratones inmunodeficientes, el objetivo
es determinar si la linea en un xenotrasplante (células huma-
nas en un raton), posee o no la capacidad de generar tumor.
Se controla el tiempo que les toma generar el tumor y las
caracteristicas del mismo. La inoculacion de la linea RCPTH
fue por via subcutanea en los flancos o bordes de la espalda
del raton.

Capacidad Metastasica de la linea RCPTH inoculada,
se llevo a cabo una unica inoculacion por animal (3) con 1
millon de células tumorales en 150 ulL de suero fisiologico
estéril por via i.v. en la vena coccigea o de la cola del animal.
Para ello los animales son inmovilizados en un cepo acrilico
estéril disponible en las dependencias del Bioterio de alta
seguridad. La inoculacion se llevo a cabo con una jeringa de
tuberculina de 31G.

Animales en estudio: 24 ratones (mus musculus, NOD.
Cg-Prkdcscid 112rgtm1Wjl/SzJ, llamados NOD/SCID).

Grupo Tumorigenicidad: cuatro ratones fueron inocula-
dos s.c. con 1x10° células RCPTH en un volumen de 150 uL
con una jeringa de 1 mL, 31G x 13 mm. El monitoreo del
animal y del crecimiento tumoral se realizo diariamente por
observacion cuidadosa y luego palpacion del area inyectada
y mediciéon del volumen empleando la formula de la elipse:
9/6 x a x b2, donde a: diametro mayor y b: didametro menor.

Grupo Metastasis: Se inoculd via i.v. en la cola de 2
ratones para evaluar la capacidad metastasica de la linea
RCPTH. Los animales se mantuvieron en observacion por 6
semanas, luego de las cuales fueron sacrificados para el pro-
curamiento de todos los 6rganos solidos toracoabdominales
y consiguiente evaluacion histopatologica.

Los animales serian sacrificados cuando existiera apari-
cion de tumor de 1 cm o a las 10 sem en caso de inoculacion
s.c. y a las 6 semanas post-inoculacion i.v. La supervision
del bienestar del animal fue llevada a cabo segin las nor-
mas del Guidelines on the recognition of pain, distress and
discomfort in experimental animals and an hypothesis for
assessment)*'.

Grupo Control: Se utiliz6 2 ratones como grupo control
positivo para cada condicion (ratones inoculados s.c. y rato-
nes inoculados i.v.). La linea celular de melanoma humano
Mel2 (establecida en el Laboratorio de Inmunologia Antitu-
moral) se utiliz6 como control positivo debido a su capaci-
dad de generar metastasis a distancia. La cantidad de células
inoculadas fue una dosis unica de 1 x 10 células. Para el
Control Positivo de tumorigenicidad por via s.c. se utilizo la
linea PC3 (Ca Prostatico humano-Laboratorio de Inmunolo-
gia Antitumoral-ICBM). Como control negativo se utilizé 2
ratones para cada condicion inoculando PBS 1X.

Todos los procedimientos con los ratones fueron llevados
a cabo en una sala especialmente acondicionada en el biote-
rio Central de la Facultad de Medicina Universidad de Chi-
le y por personal entrenado en el manejo de estos animales
(Bioterio de Alta Seguridad).

Luego de sacrificados los animales, se diseco la zona in-
jertada para obtener muestras suficientes para realizar biop-



sias con tincion corriente H&E y tincion inmunohistoquimi-
ca para PTH humana (anticuerpo anti PTH humana (N-18) de
cabra 1:100 - Santa Cruz Inc. Y Ac anti PTH Humana abcam
ab53040) para detectar células RCPTH.

Cualquier crecimiento macroscopico seria considerado
como potencial tumorigénico de la linea celular RCPTH.

En la biopsia se evaluaria mitosis por campo, infiltracion
tumoral, infiltracion vascular y linfatica, como marcadores
de agresividad del tumor.

Se planificé mediciones regulares de la calcemia y nive-
les de PTH séricos durante el tiempo de vida de los ratones
luego de recibir el injerto, mediante extracciones de sangre
de la vena de la cola.

Se realizé medicion de los niveles de PTHi en los me-
dios condicionados de cultivos de la linea RCPTH previo a
realizar las mediciones in vivo. Si no habia deteccion no se
realizaria el injerto.

Analisis estadistico

Se presentan los resultados como promedio = SD (des-
viacion estandar) de las distintas situaciones experimentales.
Para determinar diferencias se utilizé un test no paramétrico
para multiples comparaciones (analisis de varianza, ANO-
VA) y luego t de Student para comparaciones entre dos gru-
pos. Se utilizé un valor de p < 0,05 como significativo.

Resultados

Establecimiento linea celular

Cultivos celulares de Adenoma de Paratiroides humano
con crecimiento continuo, sin senescencia. Se denomino ini-
cialmente como PTH1 y luego se le denominé definitivamen-
te como RCPTH, como una mas de las lineas obtenidas en el
laboratorio de cultivo de tejidos por el método de Caviedes
y cols'® (Figura 1).

Curva de crecimiento y duplicacion celular

La linea celular RCPTH tiene una curva de crecimiento
exponencial y tiempo de duplicacion (tiempo en que dobla el
numero de células en cada placa) de 30 h (Figura 2).

Tiempo de duplicacién en cocultivo

Para evaluar con mayor detalle el efecto del medio condi-
cionado de una célula nodriza (RCGH-linea celular derivada
de granulosa humana) sobre las células RCPTH se considerd
solo las primeras horas (24-96 h). En este experimento se
logr6 evidenciar una diferencia significativa del tiempo de
duplicacion, siendo mayor en la linea RCPTH sometida a la
exposicion a medio condicionado de RCGH. La diferencia es
estadisticamente significativa hasta las 72 h (p <0,01/n = 3).
El efecto pareciera ir disminuyendo en el tiempo (Figura 3).

Tincion de la reaccion del acido periédico
de Schiff (PAS)

En el organismo humano existen solo cuatro tipos ce-
lulares que almacenan Glicogeno (musculo, rifion, higado
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y paratiroides), por lo tanto, se realizd una tincion de PAS
en cultivos celulares en adhesion. Como control positivo se
utilizo la linea Gerschenson (hepatocitos de rata Fisher 344).
Ambas lineas celulares resultaron positivas para esta tincion.
En las placas de la linea celular RCPTH se encontraron cé-
lulas que no resultaron positivas, que actuaron como control
interno negativo (Figura 4). Estos distintos tipos celulares
puede dar cuenta de la presencia de distintas poblaciones en
la linea celular RCPTH (céls. oxifilicas, principales y claras).

Inmunocitoquimica (ICQ) anti PTH humana y
Receptor de Calcio sensible (CaSR)

Para certificar que las células en crecimiento correspon-
dieran a tejido paratiroideo funcionante se realizé tincion de
inmunohistoquimica para PTH humana y Receptor de Calcio
Sensible (CaSR). En la inmunohistoquimica anti PTH se ob-
serva el caracteristico patron granular citoplasmatico obser-
vado en las lineas primarias (Figura 5). Llamo6 la atencion
la presencia de células negativas para esta tincion (control
interno negativo), que pueden corresponder a células oxifilas
o células claras. La tinciéon para CaSR presenta un patron
caracteristico de membrana.

Evaluacién funcionalidad
Secrecion de PTH

Una vez certificada la naturaleza de las células en cul-
tivo, vale decir, células productoras de PTH humana y con
expresion del receptor CaSR en la membrana, se procedié a
evaluar la funcionalidad de las mismas. Para ello se midio la
concentracion de PTH en el medio (PTH secretada) frente a
distintas concentraciones de calcio extracelular. Es asi como

24 hrs
.

30 dias 200 dias

Figura 1. Se observa el crecimiento en monocapa de las células, sin sobrecreci-
miento. Se evidencian mitosis aisladas. Los cultivos se pueden mantener mas de
200 dias en una placa sin senescencia, ni desprendimiento. Manifiestan inhibi-
cion por contacto al llegar a confluencia total.
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CURVA DE CRECIMIENTO EXPONENCIAL
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Figura 2. Curva de crecimiento de linea RCPTH (linea continua de parati-
roides humana).
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Figura 4. Tincion de la reaccion de 4cido periodico de Schiff (PAS). Se
observa la tincion de glicégeno almacenado en el citoplasma celular. A
la derecha se observa la linea de hepatocitos de rata (Gerschenson) como
control positivo. 40X.

a las 2 h de incubacion por cada condicion se obtuvo los valores
representados en el siguiente grafico. Normalizados por cantidad
de proteinas por placa (Figura 6).

Realizando una regresion lineal con el Software Origin 7.0 pro,
se obtuvo la curva de tendencia (en rojo), que demuestra que a
mayor concentracion de calcio extracelular, menor es la secrecion
de PTH en el medio.

Luego de mas de 200 subcultivos la linea celular comenzo a
disminuir la secrecion de PTH en el medio. Se realiz6é un experi-
mento aislado de medicion de PTHi con kit immulite (DPC)® en
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Efecto del Medio Condicionado (MC) de la linea RCGH
sobre el Tiempo de Duplicacion de la Linea RCPTH
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Figura 3. Tiempo de duplicacién de la linea RCPTH con y sin exposicién al
medio condicionado de la linea RCGH. La curva inferior muestra el compor-
tamiento habitual de la linea RCPTH (TD promedio de 30 h). (n = 3/p < 0,05).

b

Figura 5. Tincion Inmunohistoquimica. a) PTH: a la izquierda se observa la
tincién positiva para PTH de Linea celular RCPTH. Llama la atencion pre-
sencia de células negativas (células oxifilas, claras). A la derecha se presen-
ta el control positivo de lineas primarias de paratiroides humana. b) CaSR:
Tincion positiva para receptor de calcio sensible en células RCPTH. 40X .

medio condicionado (sobrenadante) de cultivos primarios de pa-
ratiroides humana (hiperplasia paratiroidea), cultivos de la linea
RCPTH y medio de cultivo s6lo como blanco. Los resultados son
categoricos demostrando que la linea RCPTH perdi6 la capacidad
de secrecion in vitro (Tabla 1).

Para certificar estas mediciones, nos contactamos con la Dra.
Ming Lu, del grupo de investigacion liderado por el Dr. Robert
Briantrom del Instituto Karolinska en Suecia, quienes han realizado
importantes estudios en esta area. Ellos aceptaron colaborar con
nosotros y les enviamos la linea RCPTH para ser estudiada en su



laboratorio. Cuentan con un sistema de perfusion continua de
medio, mediante el cual se pueden variar las concentraciones
de Ca*?y recolectar la cantidad de PTH producida por células
de paratiroides.

Se utilizé 1x10° células RCPTH, cargadas dentro de una
columna conteniendo 3/5 del volumen con gel P-4. La co-
lumna fue cuidadosamente cerrada y puesta en una incuba-
dora a 37°C. Para perfundir la columna, se utiliz6 una bomba
peristaltica a una velocidad de 500 uL/3 min. Antes de cada
experimento se perfundié medio extracelular con 1,5 mM de
Ca™ y aminoacidos. Luego se perfundié Ca™ a concentra-
ciones de: 0 mM, 0,5 mM, 1,2 mM, 2,5 mM. Las muestras
fueron colectadas cada 3 min y congeladas a -20°C hasta la
mediciéon de PTH. Cada experimento fue realizado por tri-
plicado.

La mediciéon de PTH intacta fue realizada mediante
un ensayo de electroquimioluminicencia (Roche, Cat. No.
11972219) (Tabla 2).

Valores menores a 20 son considerados negativos, por
lo que se deduce que no fue posible medir secrecion de PTH
mediante este sistema.

Una posibilidad es que después de muchos pasajes la li-
nea haya dejado de secretar PTH, que es concordante con
nuestros resultados.

Por esta razon se intentd mejorar las condiciones de culti-
vo con co-cultivos. Debemos continuar en la busqueda de las
condiciones de estimulo de produccion y secrecion de PTH.

Pérdida de produccion y secrecion de PTH
La linea RCPTH ha tenido mas de 200 subcultivos. En
los presentes resultados no logramos detectar niveles impor-

Tabla 1. Medicion de PTHi humana por kit de radioinmu-
noensayo Roche® en cultivos primarios de parati-
roides vs Linea RCPTH. Linea RCPTH con mas de 200
subcultivos

PTHi (pg/ml) kit

Roche®
Cultivo primario hiperplasia paratiroidea > 5.000
Linea RCPTH 14
Blanco (medio de cultivo) 18

Tabla 2. Curva dosis/respuesta de secrecion de PTH vs calcio
en sistema de perfusion continua (experimento rea-
lizado en Karolinska Institutet, Dra. Ming Lu)

Muestra PTH (ng/L) Conc. Ca*?
1 17 0 mM
2 16 0,5 mM
3 17 1,2 mM
4 18 2,5 mM
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tantes de PTHi en el medio de cultivo y tampoco evidencia
de presencia de PTH intracelular. Se realizé tincion de inmu-
noflourescencia con Anticuerpo anti PTH humana (Abcam
ab53040) con control positivo de cultivo primario de muestra
de hiperplasia de paratiroides obtenido de un paciente con
insuficiencia renal sometido a paratiroidectomia subtotal (Fi-
gura 7).

Evaluacién proliferacién

Uno de los objetivos del proyecto es evaluar la tumo-
rigenicidad de la linea RCPTH con el fin de establecer su
posible uso en terapia celular. Primero caracterizamos la pro-
liferacion in vitro en distintas condiciones (incorporacion de
BrDU con y sin modificacion del medio de cultivo) y con un
marcador de proliferacion utilizado en clinica (Ki67).

Hasta ahora hemos visto que la linea celular tiene mitosis
aisladas en la observacion directa de las placas de cultivo.
El porcentaje de incorporaciéon de BrDU en condiciones es-
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Figura 6. Curva dosis/respuesta de secrecién de PTH vs concentracion de calcio
en el medio extracelular, Linea RCPTH. Normalizado por mg de proteinas (n = 2).

Figura 7. Inmunohistoquimica con anticuerpo Anti PTH humana (Abcam-
ab53040). 40X. Marcacion nuclear DAPI. Izquierda: linea RCPTH, no se observa
marcacion citoplasmatica. Derecha: Cultivo primario de hiperplasia de paratiroi-
des, Intensa marcacién granular citoplasmatica.
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Figura 8. Tiempo de duplicacion de la linea RCPTH con y sin exposicion al medio
condicionado de la linea RCGH. La curva inferior muestra el comportamiento
habitual de la linea RCPTH (TD promedio de 30 h) (n = 3/p < 0,05).

Hep-2 (control +)

2,9 COLONIAS
POR CAMPO
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RCPTH
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Figura 10. Crecimiento de linea celular RCPTH en Agar Blando. No se observo
formacién de colonias en 21 dias de observacion. En el control positivo con linea
Hep-2 se observoé la presencia de 2,9 colonias por campo. 10X.
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tandar no es muy elevado, concordante con la observacion
previa. El medio condicionado de la linea RCGH aumenta el
tiempo de duplicacion en las células de paratiroides huma-
na (Figura 8). Esto se corrobor6 estudiando el porcentaje de
células que incorporan BrDU, traduciendo que este aumento
del TD es por disminucion de la proliferacion (Figura 9).

Evaluacion tumorigenicidad in vitro e in vivo

Esta caracteristica se evidencia mediante la observacion
morfocinética (inhibicion por contacto), la proliferacion ce-
lular al sembrar en geles de agar blando (independiente de

[ con MC RCGH
Il sin MC RCGH

% Proliferacion (Incorporacién de BrDU)

48 h

72 h n=3

p< 0,01

Figura 9. Proliferacién de linea RCPTH con y sin exposicion al medio
condicionado de linea RCGH. La exposicion al medio condicionado
de RCGH disminuye significativamente la proliferacion de la linea
RCPTH.

anclaje) y el comportamiento en el injerto en ratas inmuno-
suprimidas (nude mice o NOD/SCID).

Al permitir el crecimiento de la linea RCPTH en agar blan-
do por 21 dias, no se observé el desarrollo de colonias celula-
res (definidos como grupos de 10 a 50 células). Como control
positivo se utilizé una linea celular tumorigénica, Hep-2 (car-
cinoma epidermoide laringeo), donde si se observo formacion
de colonias (aprox. 3 colonias por placa). Este experimento se
realiz6 en duplicado en forma consecutiva. Se certifico la vita-
lidad de las células mediante tincioén de azul tripan (Figura 10).

Se evalud la tumorigenicidad o capacidad de la linea
RCPTH de desarrollar tumores en ratones inmunodeficientes
NOD/SCID. La inoculacién de la linea RCPTH fue por via
subcutanea en los flancos y por via i.v. en las venas laterales
de la cola del animal.

Inyeccion subcutdinea de la linea RCPTH y
linea control (PC3)

En el grupo de tumorigenicidad, cuatro ratones fueron
inoculados s.c. con 2x10° células RCPTH en un volumen de
200 uL con una jeringa de 1 mL, 31 G x 13 mm. La inocula-
cion de la linea RCPTH fue por via subcuténea en los flancos.
El monitoreo del animal y del crecimiento tumoral se realizo
diariamente por observacion cuidadosa y luego palpacion en
el area inyectada. No se obtuvo crecimiento tumoral luego de
10 sem de haber inyectado las células de paratiroides. Para
el grupo control se utilizaron 2 ratones como grupo control
positivo en los cuales se inyect6 la linea celular de cancer de
prostata PC3. La cantidad de células inoculadas fue una dosis
unica de 2x10° células. Como control negativo se utilizaron
2 ratones inoculando PBS 1X. Se observo crecimiento de tu-
mores so6lidos en el area inyectada con la linea PC3.



Inyeccion intravenosa de la linea RCPTH (1 x 10°) n =2y
control (Mel2) (1 x10°) n=2

Grupo Mestastasis: Para determinar la capacidad metas-
tasica de la linea RCPTH, se llevo a cabo una unica inocula-
cién por animal con 1 millon de células de la linea RCPTH (2
ratones) y un millon de células de la linea de melanoma Mel2
(2 ratones), en 100 uL de suero fisiologico estéril por via i.v.
en las venas laterales de la cola del animal. Como control
negativo, se inyecté 100 uL de suero fisioldgico (2 ratones).
Se dio un plazo de 6 sem para luego sacrificar los animales
y examinar los pulmones. No se detectd metastasis luego de
seis sem de la inyeccion intravenosa de células RPPTH.

En el grupo control se llevo a cabo una tnica inoculacion
por animal con 1 millon de células de la linea de melanoma
Mel2, en 100 uL de suero fisiolégico estéril por via i.v. en las
venas laterales de la cola del animal. Fue necesario sacrificar
los animales luego de 15 dias de la inyeccion de las células
de melanoma. Se observaron multiples nddulos intra y extra
pulmonares, de hasta 1 mm de diametro de color café-negro
y bordes irregulares (Figura 11).

Discusion

La obtencion de una linea celular continua de paratiroi-
des humana ha sido un objetivo dificil de conseguir durante
afos. Algunos autores han obtenido lineas celulares endote-
liales de tejido paratiroideo, sin funcion endocrina’.

En nuestra experiencia, gracias al método de inmortali-
zacion utilizado, logramos obtener una linea celular de pa-
ratiroides humana con crecimiento exponencial, expresion
del receptor de calcio sensible y produccion de PTH humana
intracelular. Esto certifica su naturaleza y el potencial fun-
cional. Ademas se certifico la secrecion de PTH humana al
medio extracelular y una tendencia a la disminucion si los
niveles de calcio extracelular aumentan (funcion normal).

Sin embargo, como es habitual en las lineas celulares
mantenidas en cultivo, la produccion y secrecion de PTH hu-
mana en la linea RCPTH disminuyo hasta ser indetectable.
Se intentd establecer condiciones mejoradas de cultivo (co-
cultivo con células nodriza) sin lograr establecer funcionali-
dad de la linea en estas condiciones. Podemos elucubrar que
al disminuir la proliferacion celular estando en contacto con
producto secretados por una célula nodriza (factores presen-
tes en el medio condicionado de células de granulosa huma-
na) signifique que mejora su diferenciacion y posiblemente
su funcionalidad endocrina, como ocurre en otros modelos
celulares. Debemos corroborar esta hipdtesis en proyectos
futuros.

A pesar de la pérdida de la funcion de la linea celular
RCPTH, reportamos la inica linea celular humana de parati-
roides con mantencion de sus caracteristicas por tanto tiempo
de cultivo y con evidencias categoricas de que no es tumo-
rigénica.

La Food and Drugs Adminitration (FDA) de EEUU exige
que cualquier linea celular que se intente utilizar en terapia
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Figura 11. Cortes macroscépicos de pulmones de ratones NOD/SCID inyectados
por via endovenosa con linea Mel2 (control positivo de capacidad metastasica).
Se observan multiples lesiones pumonares nodulares hiperpigmentadas a las 2
semanas de evolucion.

celular debe tener un test de tumorigenicidad in vivo en rato-
nes inmunosuprimidos que no tendran rechazo a las células
injertadas por el compromiso inmunitario de base. Los rato-
nes NOD/SCID son cepas de dificil cuidado y mantencion.
La unica cepa de ratones inmunosuprimidos NOD/SCID es-
tan disponibles en el Bioterio de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile. En Chile era imposible realizar esta
metodologia hasta hace un tiempo, sin embargo, debido al
desarrollo de la investigacion en Inmunologia Antitumoral,
se logro establecer las condiciones necesarias para mantener
cepas de estos animales con seguridad.

La linea RCPTH demuestra en diversos analisis no tener
caracteristica de célula tumoral. Crece en monocapa, tiene
inhibicidon por contacto, tiene baja tasa de mitosis, bajo por-
centaje de incorporacion de analogos de timidina (BrDU) y
no presenta formacion de colonias en condiciones de suspen-
sion celular (crecimiento en agar blando).

En la prueba de tumorigenicidad in vivo se prob6d me-
diante la observacion durante 10 sem que no produce tumo-
res subcutdaneos en ratones NOD/SCID y tampoco tiene po-
tencial metastatico hematdgeno.

Debemos establecer en el futuro condiciones de cultivo
que estimulen la produccion y secrecion regulada de PTH
humana.

Estas observaciones y pruebas cientificas apoyan el es-
tablecimiento de una linea celular de paratiroides humana
unica, sin potencial tumorigénico, que podria utilizarse en el
futuro en terapia celular.
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What's new in polycystic ovary syndrome

logy.

Polycystic ovary syndrome is recognized as a risk factor for the deve-
lopment of type 2 diabetes and metabolic syndrome. The prevalence of
the condition is 6 to 10% in different populations. Its etiology is not well
known and there are genetic and epigenetic phenomena involved. Due
to its association with insulin resistance, it has been incorporated as
another component of Reaven plurimetabolic syndrome. Therefore poly-
cystic ovary syndrome evolved from an ovarian disease to a multisystem
disorder and it must be considered a public health problem.
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Introducciéon

| sindrome de ovario poliquistico (SOP), es un des-

orden hiperandrogénico asociado a oligo-ovulacion

cronica y morfologia de ovarios poliquisticos. Es la
causa mas comun de hiperandrogenismo con una incidencia
que alcanza 6 a 10% segln crietrios descritos en 1990 por el
National Institutes of Health en Estados Unidos (NIH) tan-
to en mujeres adolescentes como adultas'?. Esta prevalencia
aumenta a un 15% si se utilizan los criterios de Rotterdam
descritos en el afio 2003°. Su etiologia es incierta y se ma-
nifiesta por sintomas y signos variados que afectan a cada
mujer en forma particular. Entre ellos destacan las irregulari-
dades menstruales, manifestaciones cutaneas del hiperandro-
genismo, infertilidad, obesidad, RI y el aspecto poliquistico
de los ovarios en la ultrasonografia.

Inicialmente el SOP fue definido como una patologia re-
productiva, basada en las caracteristicas morfoldgicas de los
ovarios tales como: aumento de tamafo, engrosamiento de
la tinica albuginea y microquistes multiples situados perifé-
ricamente en la zona subcortical ovarica*. Posteriormente se
determind que el sindrome clinico podia asociarse a ovarios
de morfologia aparentemente normal y que hasta el 25% de
las mujeres sanas podian presentar imagenes ultrasonograficas
sugerentes de ovarios poliquisticos sin el sindrome clinico’,
por lo que en la actualidad se acepta que las alteraciones mor-
fologicas de los ovarios no son necesarias para su diagndstico.

Luego aparecen las primeras publicaciones en que se
describe la presencia de RI periférica y su expresion a tra-
vés de una hipersecrecion de insulina en estas mujeres®. Se
determin6 que el estimulo de insulina promueve una mayor
secrecion de androgenos por el ovario y las glandulas supra-
rrenales; aumenta la secrecion de LH y ademds disminuye
la sintesis hepatica de la SHBG (globulina trasportadora de
hormonas sexuales) con lo cual aumenta la fraccion libre y
actividad bioldgica de los androgenos’™.

Desde entonces, se han publicado un sinnumero de es-
tudios clinicos y epidemioldgicos que describen una fuerte
asociacion entre el SOP, la obesidad, higado graso, dislipi-
demia, diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial y riesgo
cardiovascular!'®-2,

En la actualidad se ha avanzado notablemente en la fisio-
patologia de esta enfermedad.

Se ha determinando que tanto el ovario como la glandula
suprarrenal participan activamente en la formacion e hiperse-
crecion de androgenos. Se ha identificado ademaés, organos
potenciadores que, aunque no pueden sintetizar androgenos
de novo, pueden amplificar la actividad androgénica a través
de la conversion periférica de hormonas débiles a mas poten-
tes, gracias a las enzimas esteroidogénicas que poseen. Esta
capacidad se ha determinado tanto en el tejido graso como
en el foliculo pilosebaceo’®. Por otro lado, se ha comprobado
un aumento en la actividad del sistema nervioso simpatico
(SNS) en las pacientes con SOP, cuya accion es capaz de
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estimular la secrecion ovarica de androgenos'. Estos ulti-
mos hallazgos se encuentran en plena investigacion y nos
ayudan a entender esta enfermedad como una entidad cuya
fisiopatologia es muy compleja y que dista mucho de estar
confinada al ovario.

El SOP es una enfermedad endocrino metabdlica de com-
promiso sistémico de alta prevalencia. Por lo tanto, es evi-
dente, segtin todos estos argumentos, que este sindrome debe
considerarse un problema de salud publica que afecta a la
mujer mas alla de su esfera reproductiva.

1. Definicion

La definicion del SOP ha sufrido varias modificaciones
desde su primera descripcion.

En 1935 Stein y Leventhal lo definieron como hiperan-
drogenismo de origen ovarico que clinicamente se presenta-
ba en mujeres jovenes con obesidad, hirsutismo y amenorrea.

Esta definicion, que es la mas antigua, rescata lo medular
de esta patologia: la produccidn ovarica de androgenos®.

Con el fin de unificar criterios y dado la heterogeneidad
del sindrome, en 1990, en la conferencia de consenso del
NIH en los Estados Unidos, se lo definid, como la “presen-
cia de hiperandrogenismo asociado a anovulaciéon cronica
sin otra causa especifica de enfermedad adrenal o hipofisia-
ria que curse con irregularidades menstruales o exceso de
androgenos™.

Posteriormente, la Sociedad Europea de Reproduccion y
Embriologia (ESHRE) y la Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva (ASRM) en una conferencia de consenso reali-
zada en Rotterdam en el afio 2003 propuso una nueva defini-
cion, en donde la incorporacion de la ecografia ginecoldgica
juega un rol relevante en el diagndstico®.

En este consenso se determind que con 2 de 3 criterios
presentes, puede establecerse el diagnostico de SOP. De este
modo al agrupar los criterios, pueden desprenderse 4 fenotipos
diferentes de esta enfermedad como se observa en la Figura 1.

FenotipoA:
1. Oligoamenorrea

2. Hiperandrogenismo clinico
ode laboraforio

Oligoanovulacién

3 Eco compatible con S.OP.

Signos clinicos o bioquimicos de Fenotipo B :
Hiperandrogenismo 1. Oligoamenorrea )
2. Hl(;!)grlmbgr er|11|smo clinico
o de laboraforio
Ovarios poliquisticos a la ecografia
transvaginal
Fenctipo C:

i Hiperandrogenismo
ch%ieco o delaboratorio

Exclusién de olras patologias que presenten
hiperandrogenismo ylo  anovulacion lales
como.  hiperplasia suprarrenal congénita,
turrores productores de andrégenos y sindrome
de Cushing.

2 Eco compatible con
SOP.

FenotipoD:
1. Oligoamenorrea
2. Eco compatible con

8.0.P

Figura 1. Criterios del consenso de Rotterdam 2003.
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De estos, los fenotipos A y B cumplen con los criterios
NIH y son los que podriamos considerar un “SOP clasico”.
Mientras que el fenotipo C pudiera considerarse un estado de
transicion o intermedio entre una mujer normal y una SOP
clasico® y el fenotipo D por no tener hiperandrogenismo cli-
nico ni hiperandrogenemia (aumento de andrégenos circu-
lantes) para algunos expertos no deberia considerarse dentro
del espectro de esta patologia asumiendo que por definicion
el SOP es un trastorno eminentemente hiperandrogénico!®.
Estos dos ultimos fenotipos, son entidades que no cumplen
con los criterios NIH y que han suscitado nuevas controver-
sias'®17.

Para mayor claridad en el diagnostico, en el Gltimo work-
shop de NIH realizado en diciembre de 2012 se recomienda
mantener los criterios diagndsticos de Rotterdam y especifi-
car el fenotipo en cada paciente.

Definicion de SOP en la adolescencia
No existe claridad para establecer el diagnostico de esta

patologia en la adolescencia ya que en esta etapa de la vida,

en mujeres sanas, es frecuente el acné, la seborrea asi como
alteraciones del ciclo menstrual. Se ha descrito en adoles-
centes sanas que 85% de los ciclos menstruales puede ser
anovulatorio el primer aflo post menarquia, llegando a ser
hasta 60% el tercer aflo posterior a la primera regla'. Con
respecto a la ecografia, la morfologia SOP puede verse en un

40% de ellas'®".

Por lo anterior se establecid que para el diagnostico de
SOP es necesario que la mujer adolescente presente los si-
guientes criterios':

1. Oligo-amenorrea al menos 2 afios post menarquia o ame-
norrea primaria en mayores de 16 afios.

2. Ecografia con morfologia de ovario poliquistico (MOP)
segun criterios de Rotterdam incluyendo tamafio mayor
de 10 cc en uno o dos ovarios los cuales no deben presen-
tar un foliculo dominante.

3. Debe demostrarse un hiperandrogenismo de laboratorio y
no solamente clinico.

Se entiende por hiperandrogenismo de laboratorio a un
aumento de androgenos plasmaticos (testosterona, androste-
nediona, dehidroepiandrosterona y/o 17-hidroxiprogestrero-
na) sobre los rangos normales para una mujer. La determi-
nacion de androgenos circulantes debe realizarse en la fase
folicular, es decir, entre el tercer y octavo dia desde el inicio
de la menstruacion.

Es importante recordar que las mujeres con RI sin SOP,
pueden presentar niveles de proteina transportadora de hor-
monas sexuales (SHBG) bajas, por accion de la insulina so-
bre el tejido hepatico. Este fendmeno aumenta la expresion
de androgenos libres sin existir necesariamente un aumento
en la produccion de estas hormonas esteroidales.

Debido a este mecanismo fisiopatolégico podemos ver
en la clinica mujeres con hiperandrogenismo clinico, indice
de andrégenos libres aumentado pero sin un aumento en la
produccion de androgenos.



En nuestra experiencia, al observar el crecimiento y de-
sarrollo de las hijas de mujeres con SOP, vemos que este
sindrome se presenta con frecuencia después del 3er afio post
menarquia, alcanzando una prevalencia de 33% de acuerdo a
los criterios del Consenso de SOP 2012"

2. SOP enfermedad endocrino-metabélica

El SOP es una disfuncion endocrino- metabodlica que se
presenta desde etapas tempranas de la vida y condiciona un
mayor riesgo de sindrome metabolico (SM). Esta patologia,
en conjunto con la disfuncion beta pancreatica, que suele
presentarse precozmente en estas pacientes, condiciona la
aparicion de intolerancia a la glucosa en un 31,1% y hasta un
7,5% de diabetes mellitus tipo 2. Esto representa un riesgo
relativo para diabetes de 3 a 7 veces mayor comparado con
mujeres de la misma edad y a 2 veces si se compara con mu-
jeres de igual edad e indice de masa corporal®.

Sumado a estos datos se ha demostrado que las pacientes
SOP presentan un riesgo cardiovascular elevado compara-
do con mujeres de la misma edad e independiente del in-
dice de masa corporal, posiblemente debido al espectro de
alteraciones metabolicas descritas en esta enfermedad: alta
incidencia de hipertension arterial, hipercolesterolemia, con
altos niveles de LDL (low density lipoprotein), triglicéridos
y bajo HDL (high density lipoprotein), acompafiado de hi-
gado graso.

Los marcadores de riesgo cardiovascular como proteina
C reactiva ultrasensible, homocisteina y mediciones de arte-
riosclerosis subclinica estan aumentados en estas pacientes?.

En las ultimas décadas se ha trabajado intensamente en
aclarar cual es el factor comun en la etiopatogenia de esta
enfermedad que explique las diversas alteraciones endocrino
metabdlicas. Falta mucho por investigar con respecto a este
punto, sin embargo, la insulinoresistencia y la hiperinsuli-
nemia compensatoria es reconocida como el principal factor
responsable de la alteracion en la produccion de androgenos,
la funcion reproductiva y metabodlica de estas pacientes?!.

La obesidad por otro lado, seria un elemento amplifica-
dor, aumentando la secrecion de andrégenos, el deterioro
metabdlico y reproductivo®.

En el ultimo workshop de NIH (diciembre, 2012) sefialan
la necesidad de realizar estudios multicéntricos longitudi-
nales que respondan algunas interrogantes actuales como la
asociacion del sindrome metabolico a un fenotipo especifico
o el impacto del tratamiento de las anormalidades metaboli-
cas para reducir las complicaciones cardiovasculares y dia-
betes tipo 2.

3. Fisiopatologia del ovario

Produccion ovarica de andrégenos

La secrecion excesiva de androgenos, es un pilar funda-
mental en este sindrome y se caracteriza por una alteracion
de la biosintesis en la esteroidogénesis de la célula de la
teca.
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Clasicamente ubicamos a las células de la teca distribui-
das por fuera del foliculo y sabemos que son capaces de pro-
ducir androgenos de novo a partir del colesterol. Esta accion
esta aumentada gracias al estimulo de la LH e insulina®.

Las células de la teca no solo estan ubicadas alrededor
del foliculo sino también en el estroma ovarico.

En los ultimos afios ha tomado mayor relevancia la par-
ticipacion del estroma ovarico como fuente productora de
androgenos. En clinica, su expresiéon maxima se denomina
hipertecosis cuadro que genera un hiperandrogenismo muy
marcado ¢ incluso, virilizacion.

La hipertecosis se caracteriza histolégicamente por una
hiperplasia estromal de las células de la teca®.

Disfuncion de la foliculogénesis

Se ha podido establecer, mediante estudios ultrasonogra-
ficos y biopsias ovaricas, que las pacientes con SOP presen-
tan un pool de foliculos en crecimiento 2 a 3 veces superior
que las mujeres sanas. La histologia del sindrome de ova-
rio poliquistico se caracteriza por un aumento de foliculos
preantrales y antrales pequefios y un mayor reclutamiento
folicular?. Esta situacién se acompafa ademas de una de-
tencion del proceso de seleccion folicular, lo que explica
la ausencia de ovulacion?’. Por lo tanto, en el sindrome de
ovario poliquistico habria mayor reclutamiento y una menor
seleccion, lo que mantiene un aumento del pool de foliculos
en crecimiento productores de androgenos.

En los ultimos afios se ha propuesto que la Hormona An-
timiilleriana (AMH) podria constituir un marcador sérico que
refleje el nimero de foliculos en crecimiento, independien-
te de gonadotrofinas y por lo tanto de la reserva ovarica en
cualquier momento de la vida de la mujer?®. Ademas, recien-
temente hemos podido establecer que las hijas de mujeres
con sindrome de ovario poliquistico tienen niveles signifi-
cativamente mayores de AMH desde la infancia temprana (2
a 3 meses de vida) hasta la peripubertad, lo que sugiere que
estas nifias nacen con una masa de foliculos aumentada, lo
que podria constituir un eslabon para el desarrollo ulterior
de SOP»:°,

4. Fisiopatologia suprarrenal

En mujeres normales la secrecion adrenal de androgenos
comienza a disminuir alrededor de los 30 afios de edad, a di-
ferencia del ovario que lo hace 3 a 4 afios post menopausia®'.

En mujeres con SOP, se ha observado que la secrecion
de androgenos suprarrenales se mantiene incluso después de
la menopausia y que contribuye significativamente en el hi-
perandrogenismo con una capacidad de secretar androgenos
similar a la del ovario®>3.

Se postula que este hiperandrogenismo se debe tanto a
un estimulo directo de la insulina sobre la suprarrenal; como
a un estimulo indirecto de la insulina al incrementar la pro-
duccién de factores de crecimiento insulinosimiles a nivel
hepatico (principalmente IGF-1) que a su vez estimulan la
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hidrogenasa tipo 2.
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glandula suprarrenal.

En mujeres obesas con SOP, se ha descrito un tercer
mecanismo en la génesis del hiperandrogenismo. El tejido
adiposo aumentaria la degradacion de cortisol a través de las
enzimas 11 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2, 5
alfa reductasa y 5 beta reductasa presentes en el adipocito
(Figura 2). Lo cual provocaria un déficit relativo de cortisol
plasmatico, estimulando de esta forma la secrecion hipofisia-
ria de ACTH la que a su vez, estimularia la esteroidogénesis
suprarrenal®3.

5. Fisiopatologia de los mecanismos
potenciadores

a. Unidad endocrina pilosebacea y tedido adiposo

Las hormonas esteroidales se caracterizan por ser alta-
mente liposolubles, por lo que penetran facilmente al tejido
adiposo y a la unidad pilosebacea. Estos tejidos son denomi-
nados 6rganos potenciadores de androgenos.

Si bien el adipocito no tiene la capacidad de producir
androgenos de novo, posee actividad esteroidogénica para
transformar hormonas débiles como la dehidroepiandroste-
rona (DHEA) y la androstenediona a andréogenos mas po-
tentes como testosterona y dehidroepiandrosterona®® como se
muestra en la Figura 3.

Los principales androgenos como la testosterona y la an-
drostenediona circulan en un alto porcentaje unidos a la pro-
teina transportadora de hormonas sexuales (SHBG). Esto evita
que dichas hormonas se encuentren biodisponibles para ejercer
su accion en los o6rganos potenciadores actuando como un ver-
dadero reservorio plasmatico que se mantiene inactivo mientras
se encuentre ligado a esta proteina. Las mujeres con SOP y RI
presentan bajos niveles plasmaticos de SHBG por efecto de la
insulina sobre el higado'>?!, por lo que poseen mayores con-
centraciones de androgenos libres circulantes susceptibles de
actuar a nivel del tejido adiposo y unidad pilosebécea.

Como mencionamos anteriormente, el tejido adiposo
participa en el metabolismo periférico del cortisol por lo tan-
to, en mujeres con un alto porcentaje de grasa corporal esto
puede llegar a activar el eje corticotropo®.

b. Sistema Nervioso Simpatico e
Hiperandrogenismo ovarico

Los ovarios de mujeres con SOP, presentan una gran
densidad de fibras nerviosas catecolaminérgicas, con aumen-
to de actividad del SNS local®”.

Se ha planteado que el incremento de actividad simpatica
puede contribuir al aumento de secrecion de androégenos ova-
ricos®. Se ha demostrado en modelos de ratas transgénicas y
en mujeres con SOP, un aumento del factor de crecimiento
nervioso (NGF) en tejido ovarico, marcador de la actividad
del SNS la cual se relaciona con el grado de produccion de
testosterona y severidad del SOP¥+,

Debido a estos hallazgos, existen grupos de investiga-
cion que incentivan el ejercicio, especialmente el yoga para
atenuar la actividad simpatica.

Otros grupos sugieren la electroacupuntura como método
disruptor de la inervacién ovarica*!*2.

6. Morfologia SOP en ecografia

La morfologia tipo SOP de ovario poliquistico (MOP),
segun criterios de Rotterdam puede observarse entre un 17
a 33% de mujeres adultas sanas®' y hasta un 40% en ado-
lescentes sanas'®. Por lo anterior, este hallazgo aislado, no
constituye diagnostico de sindrome de ovario poliquistico.



Por otro lado, la presencia de MOP se ha descrito como
marcador de reserva ovarica y de envejecimiento ovarico
mas tardio®.

En mujeres adultas existe debate sobre significado clini-
co de estos hallazgos ecograficos. Es asi como, en pacientes
con hipogonadismo hipogonadotrdpico y pacientes epilépti-
cas en tratamiento con acido valproico se ha observado la
presencia de MOP en la ecografia y una hipersecrecion de
LH al estimulo con analogos de GnRH**. Lo que sugiere
que este aspecto ecografico no es patognomoénico del SOP.
Lo mismo es valido para la etapa postmendarquica inicial, en
que nifias sanas también presentan este tipo de imagen eco-
grafica®.

En suma, los hallazgos caracteristicos de MOP en la eco-
grafia, no constituyen un diagnostico por si solos, pero es un
rasgo fenotipico que debe controlarse?'.

7. Hipertecosis

Nos referiremos a esta patologia que a pesar de ser poco
frecuente, en los ultimos anos hemos observado un aumento
de casos en el policlinico de nuestro laboratorio.

La hipertecosis se caracteriza por una hiperplasia estro-
mal de células de la teca, que pueden distribuirse en forma
aislada, como pequefios nidos o incluso, formar nédulos. La
hiperinsulinemia es la base de esta patologia. El estimulo
insulinico sostenido sobre estas células, produciria la hiper-
plasia.

Clinicamente se caracteriza por hiperandrogenismo se-
vero que puede llegar a la virilizaciéon, acompafiado por un
cuadro metabdlico muy acentuado®-.

Suele acompanarse de hipertension arterial, alteraciones
del metabolismo de hidratos de carbono, dislipidemia y obe-
sidad. En la literatura hay pocos casos descritos y la mayoria
ocurren en la post menopausia***’. Hemos observado un nu-
mero creciente de esta entidad desde la etapa reproductiva
temprana hasta la post menopausia posiblemente debido a la
alta prevalencia de sindrome metabdlico e insulinoresisten-
cia que existe en nuestro pais*.

De acuerdo a los casos que hemos observado, el perfil
hormonal de estds pacientes se caraceriza por elevados ni-
veles de testosterona (mayor a 1 ng/ml), concomitante con
el aumento de otros andrégenos de origen ovarico como an-
drostenediona y 17 OH progesterona lo cual hace indispen-
sable descartar tumores virilizantes o hiperplasia suprarrenal
congénita como diagnodsticos diferenciales.

Las caracteristicas ecograficas son variables. Lo mas fre-
cuente es encontrar un ovario normal o con un volumen au-
mentado a expensas del estroma ovarico o una MOP clasica,
sugiriendo que la interpretacion ecografica de la hipertecosis
es complejat®,

Finalmente el diagnostico de esta patologia es histologi-
co por lo que s6lo puede realizarse en forma certera a través
de una biopsia ovdrica, siendo su tratamiento quirdrgico.

A través de esta pequeia revision deseamos demostrar
que el nombre “sindrome de ovario poliquistico” no refleja
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en esencia lo que esta entidad representa debido a que es una
patologia donde se entrecruzan alteraciones de numerosos
organos y sistemas, comprometiendo varios aspectos de la
salud en la mujer y no solamente de su esfera reproductiva.
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Transexualidad o trastorno de identidad
de género

Homenaje al equipo que realiz6 en marzo
de 1973 la primera reasignacion de sexo de
varon a mujer en Chile y Latinoamérica

Rol de la endocrinologia en sexualidad
y sus alteraciones
inicios del siglo XX la Endocrinologia europea,
Aespecialmente en Alemania y Austria, clinica y ex-
perimentalmente se preocupd de la relacion entre
funcion gonadal y trastornos del desarrollo sexual (DSD)
llamados entonces estados intersexuales.

La sexologia de la época estaba dominada por la vision
puramente sicologica y sicopatologica de la sexualidad nor-
mal y patoldgica iniciada por Sigmund Freud. La escuela
berlinesa de sexologia que contaba con destacados endocri-
noélogos, habia iniciado estudios relacionando hormonas y
sexualidad, desapareciendo por el exilio de sus miembros y
el incendio de su biblioteca por el régimen nazi.

El endocrinélogo berlinés Harry Benjamin (1885-1986),
refugiado en USA, estudia los primeros pacientes que con-
sultan por una identificacion persistente con el sexo contrario
a su sexo legal y bioldgico, considerando que su sexo mental
y social (hoy llamado identidad y rol de género) no coinciden
con su corporalidad, diagnosticandolos como transexuales.
El no ser reconocidos legal y socialmente con su sexo mental
(identidad de género) les producia gran sufrimiento y mu-
chas veces intensa disforia.

Benjamin en los 50" inicia la terapia endocrina tratando
con las hormonas correspondientes a la identidad sexual del
paciente, estrogenos al transexual de varon a mujer y andro-
genos al transexual de mujer a varén, obteniendo mejoria del
sufrimiento y alteraciones sicologicas de estas personas.

Posteriormente formando equipo con siquiatra y ciruja-
no, inicia la terapia de reasignacion sexual, difundiendo en
1966 su experiencia en el libro “El Fenémeno Transexual”.

En reconocimiento a su labor pionera tomo6 su nombre
la Asociacion Internacional Harry Benjamin de Disforia de
Género hoy llamada Asociacion Profesional Mundial para
Salud Transgénera (WPATH) que ha elaborado guias diag-
nosticas y terapéuticas desde 1979 a 2012'2. La Endocrine
Society® publica en el JCEM 2009 la guia clinica de trata-
miento de las personas transexuales considerando las normas
de la WPATH.

En Chile el desarrollo de la Endocrinologia fue influen-
ciado por estas ideas europeas principalmente por el aporte
del Profesor Alejandro Lipschutz, investigador destacado
exiliado en Chile en la primera mitad del siglo XX. El libro
“SOCHED a 50 afios de su fundacién” editado por la Socie-
dad Chilena de Endocrinologia y Diabetes el 2008 sefiala que
al inicio oficial de las actividades de la Sociedad Chilena de
Endocrinologia y Metabolismo (hoy SOCHED), Lipschutz
dictd la conferencia “50 afios de Endocrinologia Sexual”,
editado posteriormente (ed. Andrés Bello en 1959).

Destacados endocrindlogos se interesaron por los aspec-
tos clinicos de la endocrinologia sexual, entre ellos, Julio Pa-
rada y Rafael Téllez, ex presidentes de nuestra Sociedad, y
la Dra. Paula Peldez quien ademas desarroll6 una importante
labor en el estudio de adolescencia y educacion sexual.

Hay que destacar en esos afios al ginec6logo Osvaldo
Quijada, uno de los precursores de la medicina sexual chi-
lena, tanto en la practica clinica como en la elaboracion de
numerosos textos sobre sexualidad siendo el mas conocido
“Vida y Sexo” editorial Universitaria 1971.

Gracias a la labor de los anteriormente citados y de otros,
se fund6 en 1967 la Sociedad Chilena de Sexologia Antro-
polégica.

Dentro de las actividades iniciales de esta Sociedad des-
taca la realizacion del Primer Congreso Chileno de Sexologia
en el que tuve el honor de presentar una experiencia de edu-
cacion sexual del Consultorio Lo Valledor Norte dependien-
te del Hospital San Borja, motivado por el ejemplo de la Dra.
Peldez. Otro evento de gran importancia fue la organizacion
de la mesa redonda “Cambio de Sexo” (diciembre 1967) en
que participaron endocrindélogos como Julian Parada, Rafael
Téllez, Radek Barrera, el ginecologo Osvaldo Quijada y el
sacerdote catolico Javier Pero.

Deseo hacer notar la gran acogida que tuvieron estas ac-
tividades en los medios de comunicacion social, prensa y Te-
levision Nacional de Chile, ademas del didlogo respetuoso y
constructivo con miembros de la Iglesia Catdlica.

Como sefialamos, Harry Benjamin, diagnosticd en 1948
los primeros casos en USA pero el primer caso de terapia
completa de reasignacion de sexo incluyendo la cirugia, se
realizé en 1957 en un vardn que pas6 a ser la mundialmente
conocida Cristine Georgensen.

Producto de estas experiencias se formd en el antiguo
Hospital San Borja de la Alameda Bernardo O’Higgins un
equipo dirigido por el Dr. Osvaldo Quijada quien fue res-
ponsable de la reconstruccion femenina de los genitales; los
endocrindlogos Drs. Parada y Téllez en la terapia endocrina
previa y posterior a la cirugia, el Dr. Manuel Godoy en el as-
pecto de salud mental y en la reconstruccion genitourologica
el urélogo Dr. Antonio Salas V. Fui testigo de este evento
ya que iniciaba mi interés por la endocrinologia y como las
vetustas y bellas puertas del Hospital San Borja vieron entrar
a un varon y salir a Marcia Alejandra.

Desde entonces proviene mi interés y practica en el tema,
de menor cuantia en el periodo de latencia iniciado desde
1973 ¢ intensificada en estos ltimos afios debido a la aper-
tura que lentamente se ha producido en la sociedad chilena y
paso a paso en el ambiente médico.

Urge estar preparados frente al desafio de un tema que
se discute mas abiertamente, en que los afectados piden se
respeten sus derechos humanos y sexuales y en que nues-
tra sociedad esta siendo sometida a cambios legales (Ley
Antidiscriminacion) e incluso pronunciamientos del Minis-
terio de Salud mediante circulares de personas Trans (2011
y 2012) y las normas para adecuacion corporal (Via clinica
para la adecuacion corporal en personas con incongruencia



entre sexo fisico e identidad de género elaborada en el perio-
do 2007-2010)* difundida en septiembre de 2011.

Nuestra educacion médica es deficiente en el aspecto
sexoldgico, estos temas histéricamente han estado ausentes
de las actividades de la SOCHED y un ejemplo es que 45
aflos después que endocrindlogos participaran en la primera
mesa redonda sobre la reasignacion de sexo, este tema recién
lo discutiéramos en el ultimo Congreso de la SOCHED por
un equipo que integré salud mental, endocrinologia y cirugia.

Mi ferviente deseo es que los endocrindlogos de adultos,
adolescentes y nifios nos preparemos en el tema y participe-
mos con entusiasmo y conviccion en la atencion integral que
se debe ofrecer a una minoria discriminada y sufriente, no
renunciando a nuestro rol en el diagnostico y en la terapia
hormonal.
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Acogida hogarena

Dr. José Carlos Bermejo

Religioso Camilo. Director del Centro de Humanizacién de la Salud. Tres Cantos, Madrid Espafa.

Reception and Linens

iajo mucho. Si. Esto me permite, entre otras cosas,

apreciar lo que significa ser hospedado en los mas

variados lugares y de las mas diferentes formas. Es
obvio: no hay como estar fuera para apreciar lo que significa
estar en casa, con la rutina personal del propio hogar, los
referentes habituales, las personas que inspiran confianza, la
silenciosa convivencia con la dosis de salud de la que cada
uno es capaz de hacer experiencia.

Con ocasion de la enfermedad, si algo inspira confianza
es que uno sea atendido con aires familiares, hogarefios, en
lugares acogedores, humanizados. Quizas los criterios de la
arquitectura hospitalaria y la humano-relacional se han ido
centrando mas en el modelo biomédico que en la acogida de
la persona enferma y su familia.

ZNuevos aires?

En los ultimos afios, las diferentes voces que reclaman
humanizacion, los modelos que se definen a si mismos como
centrados en la persona (en salud y en intervencion social),
las corrientes de psicologia humanista o mas integradoras,
reclaman variables de atencion en los que la acogida, la hos-
pitalidad, ocupa un lugar relevante.

Los hospitales, como también los centros de servicios
sociales, asi como los profesionales que trabajamos en ellos,
corremos el riesgo de dejarnos habitar por modelos biologi-
cistas, centrados en las necesidades bioldgicas (jtan impor-
tantes!) y materiales, asi como en las psicoldgicas. Pero con-
siderar que el destinatario de la atencion es una persona, no
termina de calar en sus implicaciones de acogida hogarefia.

Afortunadamente van surgiendo reclamos de humani-
zacion, reclamos de la importancia de la hospitalidad com-
pasiva, como referente ético, que evoca la experiencia de
que “nada humano me es ajeno” y que despliega una nueva
responsabilidad empatica, una nueva manera de concebir la
acogida en los procesos asistenciales y de cuidados fisicos o
psicologicos.

Pero todavia nos queda mucho por recorrer en la necesa-
ria humanizacion de las instituciones y los modelos de ayu-
da en la vulnerabilidad humana. Convertir el hospital en un
hogar, la residencia de mayores en una casa acogedora, la
atencion psicologica en un cuidado personalizado, es un reto
por el que cada vez mas personas se apasionan.

Hospitalidad hogarena

Lévinas define la hospitalidad como la acogida de aquel
diferente a mi. Y la acogida es una practica que requiere el
reconocimiento de las necesidades del otro, de su dignidad y
su diversidad. La acogida puede considerarse como tal cuan-
do el ser humano es tratado como un fin en si mismo y no es
cosificado. Quizas por eso, Javier Gafo evocaba como primer
problema ético en el mundo de la salud la deshumanizacion,
y referia como contenido basico de la misma, la despersona-
lizacion en la relacion.

Al ejercer la hospitalidad compasiva, se invita al otro
extrafio a formar parte del propio mundo, a abandonar la
esfera publica para conocer el terreno de la privacidad. En
este sentido, la hospitalidad funciona como punto de inter-
seccion entre lo privado y lo publico. La acogida hace que
el extraio deje de ser extrafio y el que acoge se haga con la
rica extrafieza de la vida y la considere como oportunidad de
aprendizaje.

Entre el otro extrafio y el huésped nace un vinculo de
afecto como consecuencia de la hospitalidad, una relacion de
ayuda que Lain Entralgo llamara “amistad médica”, que hace
al anfitrion mas vulnerable y nos llevara por eso a utilizar la
metafora del sanador herido. Si la hospitalidad compasiva
se produce, ambos protagonistas se expresan con libertad y
el encuentro resultante altera positivamente la identidad de
ambos.

En el esfuerzo que Torralba hace de aproximacion al
concepto de hospitalidad, afirma que la hospitalidad puede
definirse como “el movimiento extatico que realiza el anfi-
trién con respecto al huésped y que tiene como finalidad la
superacion de los prejuicios, la recepcion y la escucha del
otro y la metamorfosis del otro extrafio en el ti familiar”; es,
en el fondo, el esfuerzo del movimiento inicial de la actitud
empatica.

Centrandonos en la finalidad de una institucién o servicio
de ayuda en la enfermedad, sea hospitalario, de acompafia-
miento en counselling (Centro de Escucha), centro de servi-
cios sociales, etc., consiste en salir al paso y paliar las formas
de vulnerabilidad del ser humano. Se trata de suplir el propio
hogar cuando la vulnerabilidad impide estar en ¢l. Por eso, la
clave de control de calidad de estos servicios seria la pregun-
ta: “;Te has sentido como en casa?” Y la respuesta deberia



oscilar en dos enfoques de la pregunta: a nivel de atencion
personal y a nivel de disponibilidad del espacio.

Escucha acogedora

La acogida de la hospitalidad exige que uno esté atento
incesantemente a la meteorologia del corazon del otro. La
experiencia de sentirse o no acogido esté relacionada con di-
ferentes variables y sentidos. Hay una acogida espacial, una
acomodacion al universo del lenguaje, una acogida en la in-
timidad del corazon...

No habra palabra oportuna y hospitalaria si no esta pro-
fundamente arraigada en la gran clave de la hospitalidad, que
es la escucha activa en la que se encarna el comportamien-
to compasivo y la empatia terapéutica. Sentirse escuchado,
comprendido en el mundo de los sentimientos, ser captado
en el voltaje emocional con que uno vive, ser visto con el
ojo del espiritu, son frutos de la hospitalidad compasiva. En-
tre el anfitrion y el huésped, el juego de miradas revelara la
calidad del contacto (visual) que estamos dispuestos a tener,
la calidad de la comunicacion que pretendemos desplegar en
la acogida.

Acoger es un arte. Uno percibe inmediatamente si hay
disposicion a la acogida en el otro. Como también percibe si
molesta, si tiene que hacer un esfuerzo acelerado por acomo-
darse a las normas del lugar y de las personas que estan alli
donde llega. Los mensajes suelen ser percibidos de manera

Rev. chil. endocrinol. diabetes 2013; 6 (2): 78-79

Etica Humanismo y Sociedad

clara: “eres bienvenido” o bien “molestas y te tendras que
amoldar”.

Los seres humanos disponemos de dos hermosas antenas
parabdlicas llamadas orejas (patenas me gusta a mi llamar-
las), para disponernos a recibir la experiencia inica de quien
llega. Asi, ser escuchado es sentir una entrafiable acogida
para el mundo mas intimo y personal, ser comprendido en la
especificidad de la propia experiencia, hacer experiencia de
la terapia de la solidaridad emocional. No se consigue con
la frase hecha, por muy carifiosamente que se pronuncie o
estudiada y dibujada de sonrisa que esté. El interés de una
persona por otra se percibe por la autenticidad de los modos.

Y es que, el corazon también tiene heridas que esperan
ser vendadas con las vendas de la mirada, con el suave un-
giiento del contacto fisico, con la palabra y el tono calibrados
adecuadamente, con la proximidad generada por todos los
sentidos transformados en terapia eficaz para la enfermedad
de la exclusion o del sentirse foraneo en el mundo.

Quien es acogido nunca viene con “las manos vacias”.
El que pide posada -de cualquier tipo que sea- nos regala la
posibilidad de desarrollar nuestra humanidad. Acoger ayuda
a crecer al que acoge. Escuchar ayuda a humanizarse al que
escucha. Mirar bien sana la vista del que mira. Aliviar al
projimo ennoblece al galeno. Cuidar nos hace humanos. Y
esta oportunidad la da el huésped que, con su vulnerabilidad,
se hace fuerte ante la aparente fuerza del posadero. Somos
todos sanadores heridos que, en el encuentro, tenemos la po-
sibilidad de crecer.
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Willy Gepts
(1922-1991)

acido en 1922, Willy Gepts crecié en Amberes y

| \ | estudié medicina en la Universidad Libre de Bruse-

las, Bélgica, donde obtuvo el titulo de MD en el afio

1946. Fue un excelente estudiante y aprendiz y tuvo la opor-

tunidad de combinar el trabajo clinico con la investigacion

en la escuela del profesor Paul Bastenie, donde investigo la

morfologia del pancreas endocrino en distintos modelos de
enfermedad.

En 1965 fue nombrado profesor de Patologia en la nueva
seccion flamenca de la Universidad Libre de Bruselas (ULB),
y en 1969 se convirtid en jefe del Departamento de Patolo-
gia del Hospital Universitario Brugmann. A medida que el
numero de estudiantes en la seccion de flamenco aumentaba,
Gepts y unos pocos colegas tomaron la iniciativa de crear
y construir una organizacion flamenca independiente Uni-
versidad Libre de Bruselas, la VUB, con su propio campus.
Sus investigaciones lo destacaron desde sus inicios como un
extraordinario patélogo que era consultado a diario desde el
extranjero para la descripcion de casos problematicos.

Realiz6 sus estudios mas importantes en pancreas en-
docrino donde logré renombre internacional y desarrollo
multiples trabajos experimentales que lo destacaron univer-
salmente. Fue el primer patdlogo en entregar descripciones
detalladas sobre la estructura de los islotes en la diabetes. Su
trabajo mas reconocido fue sin duda alguna la descripcion
del proceso de insulitis en la diabetes tipo 1 (DM1), un ha-
llazgo cuyas repercusiones cambiaron el enfoque de estudios
incorporando hasta la actualidad el proceso inflamatorio que
subyace al desarrollo de la DM1.

Entre 1970 y 1980 comenzd un laboratorio de Patologia
Experimental comprometidos con la exploraciéon morfolo-
gica del pancreas humano y los correspondientes modelos
experimentales. Sus colaboradores y estudiantes siempre lo
definieron como trabajador, perfeccionista y exigente. En el
aflo 1977 fue elegido miembro de la Real Academia Belga
de Medicina.

Eminente patologo que identificod las alteraciones mor-
fologicas de los distintos tipos de diabetes, describi6 la in-
sulinitis en la DM1 identificindola como una enfermedad
autoimune.

Entre sus destacadas funciones, presidié la Asociacion
Europea para el Estudio de la Diabetes (EASD) durante el
periodo 1980-1983.

Dr. Francisco Pérez B.
Editor
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Concordancia Parte I: La estadistica Kappa

Gabriel Cavada Ch.'?

"Facultad de Medicina, Universidad de los Andes.

?Divisidon de Bioestadistica, Escuela de Salud Publica, Universidad de Chile.

Concordance Part I: The Kappa statistic

n cualquier protocolo de investigacién biomédica, un

aspecto fundamental, es guardar la confiabilidad de

los procedimientos de medida. Este aspecto no puede
ser subsanado por ningln disefio de investigacion, de modo
que es un aspecto que debe cuidarse desde el comienzo del
desarrollo de la idea de investigacion.

En este aspecto, un punto muy recurrente es el error de
medida que se produce entre dos o mas observadores, es de-
cir la variabilidad de la medida debido a este hecho.

Asi, un punto crucial es controlar o medir la variabilidad
de una medida debida a que esta se hace por mas de un ob-
servador.

En este sentido, dos aspectos distintos forman parte el
estudio de fiabilidad: el sesgo entre observadores entendido
como la tendencia de un observador a leer consistentemente
valores mayores que otro. Y la concordancia entre observa-
dores, es decir, hasta donde los observadores coinciden en
su medicion.

Este ultimo aspecto depende de la naturaleza de los da-
tos (continuos o categdricos), en este articulo se abordara la
concordancia entre medidas categoricas. Este objetivo, clasi-
camente se resuelve utilizando la estadistica Kappa.

La estadistica Kappa

Supongamos que dos observadores, en forma indepen-
diente, clasifican a “n” sujetos de estudio en C categorias
excluyentes, asi las frecuencias de coincidencia o no coinci-

dencias se pueden resumir en la siguiente tabla:

Tabla 1.
Observador 1
. 5 X, Total

(o]
E 1 XH 12 XWC n1
S
© 2 21 22 2¢ nZ
>
2
]
w
)
o x( XCW xd xc( nc

Total n, n., n, n

Esta tabla se puede reescribir en términos de proporcio-
nes, donde cada celda es transformada a proporcion median-

te:
X
P;i= it7
n

Y cada total marginal llevado a proporcion es:

Asi la tabla 1 se transforma en:

Tabla 2.
Observador 1
X, X, X, Total

T 1 11 12 1c PW.
S
(0] 2 P21 PZZ PZ( PZ.
2
@
w
e}
o Xc Pc1 P(Z <4 P(

Total P, P, .. P. 1

Notamos que si la concordancia fuera completa, las pro-
porciones de la diagonal (marcadas en letra cursiva) suma-
rian la unidad, es decir:

C
T[:ZPZ'I'=1
i=1

Es claro que 0 < m < 1. Por otra parte, como se esta asu-
miendo que los observadores son independientes, la probabi-
lidad de coincidencia por azar para cada celda de la diagonal
estara dada por:

P, =P;P;
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Esto es la multiplicacion de cada probabilidad marginal.

Con estos conceptos presentamos la formula del estadis-
tico Kappa:

_ z:ic=1 Pii - 2:ic=1 P.i z:iczl Pz
1- 2:iC=1 Pi Pi.

K

La maxima concordancia posible corresponde a k = 1.
El valor x = 0 se obtiene cuando la concordancia observa-
da es precisamente la que se espera a causa exclusivamente
del azar. Si la concordancia es mayor que la esperada sim-
plemente a causa del azar, k > 0, mientras que si es menor,
k < 0. El minimo valor de k depende de las distribuciones
marginales.

Para interpretar el valor de « es util disponer de una es-
cala como la siguiente en que se han convenido los siguientes
valores:

Valor de K Nivel de concordancia
< 0,20 Pobre

0,21 -0,40 Débil

0,41 -0,60 Moderada

0,61 -0,80 Buena

0,81 -1,00 Muy buena

Por ejemplo, supongamos que dos radidlogos informan
100 imagenes ecograficas de la glandula tiroides, obtenién-
dose la siguiente informacion:

Radiélogo 1
o
X Anormal Dudosa Normal
4 Anormal 18 4 3 25
2
il Dudosa 1 10 5 16
Normal 2 4 53 59
21 18 61 100

La salida del analisis de concordancia en STATA version
12, es la siguiente:

Agreement Expected Kappa Std.

Agreement Err.

81,00% 44,12% 0,6600 0,0738 8,94  0,0000

Es decir se observa un acuerdo del 81%, el acuerdo es-
perado por azar es de 44,12%, el valor del indice K es 0,66
y es significativamente mayor que 0 (p-value = 0,0000), de
acuerdo a la escala de valoracion de K, se estd en presencia
de una buena concordancia.



Calendario de Cursos, Simposios y
Congresos

“VI Curso Endocrinologia y Diabetes

para Médicos No Especialistas”

Fecha: 10y 11 de mayo de 2013

Lugar: Auditorio Edificio Movistar (ex Telefonica). Santiago
Directores: Dr. Sergio Majlis, Dr. Juan Patricio Valderas
Inscripciones: soched@soched.cl

“Curso Actualizacion en Endocrinologia y
Diabetes”

Fecha: 3 y 4 de mayo de 2013

Lugar: Auditorio Hospital Clinico de Magallanes

Caja de Compensacion La Araucana Puerto Natales
Directores: Dr. Gilberto Gonzalez, Dr. Carlos Stehr Gesche,
Dr. Cristian Fernandez

Inscripciones: sociedadmedica@gmail.com
http://www.facebook.com/sociedad.demagallanes

“Curso Tejido adiposo como 6rgano endocrino:
Desde las ciencias fundamentales a la clinica”
Fecha: 23 y 24 de agosto de 2013

Lugar: Centro de Eventos Manquehue, Av. Vitacura N° 5841,
Santiago.

Directores: Dra. Teresa Sir-Petermann, Dr. José Galgani,
Dr. Francisco Pérez B.

Inscripciones: soched@soched.cl

“XXIV Congreso Chileno de
Endocrinologia y Diabetes”

Fecha: 7 al 9 de noviembre 2013

Lugar: Hotel Sheraton Miramar, Vifia del Mar
Secretaria Ejecutiva: Dra. Victoria Novik A.
Inscripciones: www.soched.cl
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Noticias

Direcciones electronicas de Sociedades
Cientificas

e ETA (European Thyroid Association)
www.eurothyroid.com

*  LAST (Latin America Thyroid Society)
www.last.org

*  ATA (American Thyroid Society)
www.thyroid.com

*  AACE (American Association of Clinical Endocrinologists)
www.aace.com

¢ The Endocrine Society
www.endo-society.org

« EANM (European Association of Nuclear Medicine)
WWW.eanm.org

*  SAEM (Sociedad Argentina de Endocrinologia y Meta-
bolismo) www.saem.org.ar

e SNM (Society of Nuclear Medicine)
WWW.SNM.org

e AAES (American Associetin of Endocrine Surgeons)
www.endocrinesurgery.org

*  AHNS (American Head and Neck Society)
www.headandneckcancer.org
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EL AUTOR RESPONSABLE DEBE MARCAR SU CONFORMIDAD APROBATORIA EN CADA CASILLERO. TO-
DOS Y CADA UNO DE LOS AUTORES DEBEN IDENTIFICARSE Y FIRMAR EL DOCUMENTO.

AMBOS DOCUMENTOS DEBEN SER ENTREGADOS JUNTO CON EL MANUSCRITO

1. [] Este trabajo (o partes importantes de él) es inédito
y no se enviard a otras revistas mientras se espera
la decision de los editores de la Revista Chilena de
Endocrinologia y Diabetes.

2. [] El texto estéd escrito usando espacios de 1,5 pts., letra
Time New Roman, tamafio 12, en hojas tamafo carta,
numeradas secuencialmente.

3. [] El Titulo del trabajo se presenta en idioma castellano
e inglés.

4. [] Los autores son presentados por su nombre, apellido
paterno y en algunos casos inicial el apellido mater-
no. El autor responsable ha sido identificado, inclu-
yendo teléfono, fax y direccion electronica.

5. [] Seexplicita el lugar de pertenencia de cada uno de los
autores al tiempo en que se realizo el trabajo.

6. [] Se explicita la presencia o ausencia de situaciones
que signifiquen conflicto de intereses. Si las hay se
explican las razones involucradas.

7. [] Se explica la o las fuentes de financiamiento del tra-
bajo.

8. [] Se ha respetado el limite mdximo de palabras permi-
tido por esta Revista: 2.500 palabras para los “Articu-
los de Investigacion™; 1.500 palabras para los “Casos
Clinicos”; 3.500 palabras para los “Articulos de Re-
vision”, 1.000 palabras para “Cartas al Editor”.

9. [] Se ha respetado el uso correcto de abreviaturas

10. [] Se han seleccionado de 3 a 5 palabras claves en espa-
fiol e inglés.

11. [] a) Incluye un Resumen de hasta 300 palabras, en cas-

12. [] Las citas bibliograficas, libros, revistas o informa-
cion electronica, se presentan de acuerdo al formato
exigido por la Revista Chilena de Endocrinologia y
Diabetes, el cual se explicita en las Instrucciones a
los Autores.

13. [] Las referencias incluyen sélo material publicado en
revistas de circulacion amplia, o en libros. Estas re-
ferencias no incluyen trabajos presentados en congre-
sos u otras reuniones cientificas, publicados bajo la
forma de libros de resumenes.

14.[] a) Si este estudio comprometié a seres humanos o
animales de experimentacion, en “Sujetos y Méto-
dos” se deja explicito que se cumplieron las normas
éticas exigidas.

b) Se adjunta el certificado del Comité de Etica insti-
tucional que aprobo la ejecucion del protocolo.

15. [] La escritura del trabajo fue organizada de acuerdo
a las “Instrucciones a los Autores”, y se adjuntan 3
copias del manuscrito completo, incluyendo fotogra-
fias, y una version electronica en CD.

16. [ ] Las Tablas y Figuras se prepararon considerando la
cantidad de datos que contienen y el tamafo de letra
que resultara después de la necesaria reduccion en
imprenta.

17. [] Si se reproducen Tablas o Figuras tomadas de otras
publicaciones, se adjunta autorizacion escrita de sus
autores o de los duefos de derechos de publicacion,
segln corresponda.

18. [] Las fotografias de pacientes y las Figuras (radio-
grafias, etc.) respetan el anonimato de las personas
involucradas en ellas. Se adjunta el consentimiento
informado de los pacientes o de su representante le-
gal, para la publicacion de fotografias que incluyan la
cara.

tellano. 19. [] Se indican numeros telefonicos, de fax y el correo
b) Incluye traduccion al inglés del Resumen (opcio- electronico del autor que mantendra contacto con la
nal). Revista.
Nombre completo y firma del autor que se relacionara con la revista:
Teléfono: Fax: E-mail:




Declaracion de la responsabilidad de autoria

El siguiente documento debe ser completado por todos los autores del manuscrito. Si es insuficiente el espacio para las
firmas de todos los autores, agregar fotocopias de esta pagina.

TITULO DEL MANUSCRITO

DECLARACION: Certifico que he contribuido directamente al contenido intelectual de este manuscrito, a la génesis y
analisis de sus datos, por lo cual estoy en condiciones de hacerme publicamente responsable de ¢l y acepto que mi nombre
figure en la lista de autores.

En la columna “Codigos de Participacion” he anotado personalmente todas las letras de codigos que identifican mi partici-
pacion en este trabajo, segun la Tabla siguiente:

Tabla: Codigos de Participacion

= = I = N S =

—

—.

. Concepcidn y disefio del trabajo.

. Aporte de pacientes o material de estudio.
. Recoleccion y/o obtencion de resultados.
. Obtencion de financiamiento.

. Analisis e interpretacion de los datos.

Asesoria estadistica.

. Redaccion del manuscrito.

. Asesoria técnica o administrativa.

Revision critica del manuscrito.

. Otras contribuciones (explicitar).

. Aprobacion de la version final.

Nombre y firma de cada autor

Codigos de participacion

Envio de manuscritos:

Los trabajos deben enviarse directamente a:
REVISTA CHILENA DE ENDOCRINOLOGIA Y DIABETES
Bernarda Morin 488, 3° Providencia
Santiago - Chile

Via correo electronico a: revendodiab@soched.cl
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Abreviaturas

Revista Chilena de Endocrinologia y Diabetes

La lista siguiente sefiala las abreviaturas o siglas mas usadas internacionalmente que identifican unidades de medida, pro-
cedimientos, instituciones, etc. Estas abreviaturas o siglas se deben usar en el texto, tablas y figuras de los manuscritos
enviados para su publicacion en la revista. En los titulos y en la primera aparicion en el resumen use la denominacion
completa y no su abreviacion.

Término Abreviatura Término Abreviatura
o Sigla o Sigla
Acido desoxi-ribonucleico DNA Hora h
Acido ribonucléico RNA Hormona Antidiurética ADH
Acido 5-hidroxi-indol-acético 5-HIAA Hormona de Crecimiento, Somatotropina HC
Actividad de renina plasmatica PRA Hormona Estimulante de Melanocitos MSH
Adenosina 5" monofosfato, bifosfato, trifosfato AMP, ADP, ATP Hormona Foliculo Estimulante FSH
Adrenocorticotropina ACTH Hormona Liberadora de ACTH CRH
Adrenalina, Epinefrina E Hormona Liberadora de Gonadotropinas GnRH, LHRH
Analisis de Varianza ANOVA Hormona Liberadora de TSH TRH
Anticuerpos Ac Hormona Luteinizante LH
Anticuerpos anti peroxidasa Ac TPO Hormona Paratiroidea PTH
Antigeno carcino-embrionario CEA Hormona Liberadora de GH GHRH
Calcitonina CT Immunoglobulina Ig
Centi- (prefijo) c Interferon IFN
Centimetro cm Interleukina IL
Concentracion de renina plasmatica PRC Intramuscular im
Cortisol F Intravenoso iv
Corticosterona B Kilo- (prefijo) k
Cromatografia liquida de alta resolucion HPLC Kilogramo kg
Cuentas por minuto cpm Litro 1
Cuentas por segundo cps Metro
Curie Ci Micro- (prefijo) u
Deci- (prefijo) d Mili- (prefijo) m
Dehidro Testosterona DHT Milimetro cubico mm?
Deoxicorticosterona DOC Minuto min
Desintegraciones por minuto dpm Molar M
Desintegraciones por segundo dps Mole mol
Desviacion Estandar DS Nano- (prefijo) n
Dia d No Significativo (término estadistico) NS
Dopamina, Dihidroxifenilalanina DOPA Noradrenalina, Norepinefrina NE
Ensayo inmuno enzimatico en fase sélida ELISA Numero de observaciones (término estadistico) n
Equivalente Eq Osmol osmol
Error Estandar SE Osteocalcina oC
Error Estandar de la Media SEM PCR por trascripcion reversa RT-PCR
Estradiol E2 Péptido Relacionado a PTH PTHrP
Estriol E3 Pico- (prefijo) p
Estrona El Probabilidad (término estadistico) p
Factor de Crecimiento Simil a Insulina IGF Progesterona P
Factor de Trasformacion de Crecimiento TGF Prolactina Prl
Factor de Necrosis Tumoral TNF Promedio (término estadistico) X
Fosfatasas acidas F Ac Radioinmunoanalisis RIA
Fosfatasas alcalinas F Al Reaccion de polimerasa en cadena PCR
Globulina Trasportadora de Corticosteroides CBG Revoluciones por minuto rpm
Globulina Trasportadora de Hormonas Sexuales SHBG Recién nacido RN
Globulina Trasportadora de Hormonas Tiroideas TBG Resonancia Magnética RM
Grado Celsius °C RNA de Ribosomas rRNA
Gramo g RNA Mensajero mRNA
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Término

Segundo
Semana

Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida

Sistema Nervioso Central
Somatostatina

Subcutaneo

Sulfato de Dehidro Epi Androsterona
Testosterona

Tiroglobulina

Tirotropina

Tiroxina

Tiroxina Libre

Tomografia Axial Computarizada
Tuberculosis

Ultravioleta

Unidad Internacional

Valor Normal o de referencia
Velocidad de Sedimentacion Eritrocitica
Versus

Abreviaturas de Instituciones
American Diabetes Association

Food and Drug Administration (EEUU)
Instituto de Salud Publica (Chile)
Ministerio de Salud (Chile)

Nacional Institute of Health (EEUU)
Organizacion Mundial de la Salud

Organizacion Panamericana de la Salud

Sociedad Chilena de Endocrinologia y Diabetes

Notese que a ninguna abreviatura o sigla se le agrega

Abreviatura
o Sigla
S
sem
SIDA
SNC
SS
sC
DHEA-S

Tg
TSH
T4
T4L
TAC
TBC
uv
U
VN
VHS
Vs

ADA
FDA
ISP
MINSAL
NIH
OMS
OPS
SOCHED

@y
S

Término

Virus de Inmunodeficiencia Humana
Vitamina D2, Ergocalciferol
Vitamina D3, Colecalciferol
1,25-dihidroxi-vitamina D2,
1,25-dihidroxi-ergocalciferol
1,25-dihidroxi-vitamina D3,
1,25-dihidroxi-colecalciferol
3,5,3’-triyodotironina
3,3,5’-triyodotironina, T3 reversa
3’,5’-adenosina monofosfato ciclico
17-hidroxi progesterona
25-hidroxi-vitamina D2
25-hidroxi-ergocalciferol
25-hidroxi-vitamina D3
25-hidroxi-colecalciferol
24,25-dihidroxi-vitamina D3
24,25-dihidroxi-colecalciferol

para indicar plural.

Abreviaturas

Abreviatura
o Sigla
VIH
Vit D2
Vit D3
1,25 (OH)2 D2
1,25 (OH)2 D2
1,25 (OH)2 D3
1,25 (OH)2 D3
T3
rT3
cAMP
170HP
250HD2
250HD2
250HD3
250HD3
24,25 (OH)2 D3
24,25 (OH)2 D3
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